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OZET

Yaslanmaya bagli Paraoksonaz Enzim Aktivitesindeki Degisimler

Yaslanma ile kardiyovaskuler hastaliklarin gorulme insidansi artmaktadir.
Kardiyovaskuler hastaliklarin altinda yatan en 6nemli patoloji ateroskleroz
gelisimidir. Kardiyovaskuler hastaliklarin en énemli risk faktorlerinden biri
hiperkolesterolemi ve buna bagli gértlen dusuk dansiteli lipopoteinlerin (LDL)
oksidasyonudur. Okside LDL inflamatuar bir sureci baslatarak aterosklerotik
plaklarin olusmasina neden olur. HDL aterosklerozun baglangic ve
gelisiminden sorumlu tutulan LDL’deki oksidatif degisimleri énler. HDL’nin
antioksidan etkisinin kismen HDL ile iligkili enzimlere bagh olabilecegi
dugunulmekte, Ozellikle paraoksonaz (PON) enzimi Uzerinde durulmaktadir.
insan serum PON enzimi 43 kDa agirhiginda bir glikoproteindir ve insan
serumunda HDL ile birlikte tasinir. PON1 bakir ve diger serbest radikal
ureticilerinin  olusturdugu oksidatif hasara karsi LDL ve HDL kolesteroli
koruyarak aterosklerotik sureci engellemektedir. Bu koruma PON1’in bazi
aktif fosfolipidleri ve lipid peroksit Grtnlerini hidrolize etmesi ile gergeklesir.
PON1 aktivitesi hiperkolesterolemi, diabetes mellitus, kronik bdbrek
yetmezligi ve kardiyak hastaliklarda azaldigi yapilan cgesitli calismalarda
gosterilmigtir. Normal HDL seviyelerine ragmen dugsuk PON1 serum
aktivitesinin, HDL’nin LDL’yi oksidasyondan koruyucu etkisinin azalmasina,
bdylece koroner ateroskleroz insidansinin artmasina yol agmaktadir. PON1
aktivitesinin lipid peroksidasyonundan koruyucu roli nedeniyle biz de PON1
aktivitesinin yaslanmaya bagli olarak azalacag: hipoteziyle farkli yas
gruplarinda PON1 aktivitesini inceledik. Ayrica yaslanma ile birlikte PON1
fenotip insidansini ve diger biyokimyasal dedisimleri arastirdik. Sonug olarak
HDL oksidasyonunun PON1 ve arilesteraz aktivitesi Uzerine etkisini

arastirmayi amagcladik.
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Yazar Adi : Dz.Tbp.Kd.Utgm. Ercan SARUHAN
Danigman : Prof.Ecz.Kd.Alb. Serif AKMAN
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SUMMARY

Age related Paraoxonase activity changes in Turkish population

There is a dramatic increase of cardiovascular diseases with aging and it
could be due to the development of atherosclerosis and increased
susceptibility of LDL and HDL to oxidation. Atherosclerosis and related
diseases, stroke and CVD, constitute an important cause of mortality and
morbidity in industrialized countries. Oxidized LDL initiate an inflammatory
process, which ultimately leads to the formation of atherosclerotic plaques.
PON1 is a Ca dependent 43 kDa glycoprotein that is associated with HDL in
human serum. PON1 has been demonstrated to be implicated in the
protection of LDL and HDL from oxidation induced by copper ions as well as
by other free radical generators. This protection is most probably related to
the PON1 hydrolyzing activity of some activated phospholipids and lipid
peroxide products. PON1 activity has been demonstrated to be reduced in
pathologies associated with atherosclerosis, e.g. CVD, diabetes and chronic
renal failure. A reduction in the antioxidant potential of PON1 might also
influence the susceptibility of lipoproteins to oxidation and may affect the
antioxidant properties of HDL. Therefore the risk of coronary atherosclerosis
development increases. The aim of this study was to investigate, with aging,
the activity of paraoxonase (PON1) associated to HDL and responsible for its
anti-atherogenic activity. We also investigated the incidence of PON1
phenotype and other biochemical parameters. Finally, we aimed to

investigate the effect of HDL oxidation on PON1 and arylesterase activity.

Keywords : Paraoxonase, Aging, HDL
Supported by : Gulhane Military Medical Academy
Author : Ercan SARUHAN, MD
Counsellor : Professor Serif AKMAN
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1. GIRIS

Yaglanma ile kardiyovaskuler hastaliklarin gorulme insidansi
artmaktadir. Kardiyovaskuler hastaliklar endustrilegsmis Ulkelerde baslica
mortalite ve morbidite nedenidir. Kalp ve beyin gibi yasamsal organlari
besleyen damarlarda aterosklerotik lezyonlar sonucu geligen bu hastaliklar,
2005 yilinda yayinlanan Avrupa kardiyovaskuler hastalik istatistiklerine gore
Avrupa’daki 6lumlerin yaklagik yarisinin sebebini olusturmaktadir.

Kardiyovaskuler hastaliklarin altinda yatan en O©Onemli patoloji
ateroskleroz gelisimidir. Kardiyovaskuiler hastaliklarin en &6nemli risk
faktorlerinden biri hiperkolesterolemi ve buna bagh goértlen disuk dansiteli
lipopoteinlerin (LDL) oksidasyonudur. Okside LDL inflamatuar bir sureci
baglatarak aterosklerotik plaklarin olusmasina neden olur. Yuksek dansiteli
lipoproteinlerin (HDL) anti-aterojenik dzeliklere sahip oldugu ve ateroskleroz
gelisimi ile ters bir korelasyon gdsterdigi uzun yillardir bilinmektedir. Serum
total kolesterol ve dusuk yogunluklu lipoprotein duzeylerinin yuksek; buna
karsilik HDL duzeylerinin disuk olmasi, aterosklerotik kalp hastaligi igin risk
faktoru olarak degerlendiriimektedir. Framingham calismasi ve diger bluyuk
Olcekli galismalardan elde edilen bulgular, HDL kolesterolin neden oldugu
risk artigsinin, total kolesterol ve LDL kolesterolden bagimsiz oldugunu
goOstermigtir. Baslangigta HDL’nin “ters-kolesterol transportu” sistemindeki
roli Uzerinde yogunlasildi. Ancak HDL’nin aterosklerozdaki koruyucu rold,
ters kolesterol tagimasi ile sinirli degildir. HDL ayni zamanda nitrik oksit gibi
bazi damar genisletici molekullerin sentezini arttirir, inflamasyonu ve tromboz
olusumunu o6nleyici etki gosterir, adezyon molekullerinin sentezini azaltir ve
endotel tamirini uyarir. HDL'nin bir bagska énemli etkisi ise, aterosklerozun
baslangic ve gelisiminden sorumlu tutulan LDL’deki oksidatif degisimleri
onlemesidir. HDL’nin antioksidan etkisinin kismen HDL ile iligkili enzimlere
bagli olabilecegi dusunulmekte, 6zellikle paraoksonaz (PON) ve platelet
aktive edici faktor asetilhidrolaz (PAFAH) enzimleri Uzerinde durulmaktadir.

insan serum PON enzimi 43 kDa agirhiginda bir glikoproteindir ve
insan serumunda HDL ile birlikte tasinir. PON aktivitesi genetik ve diyetle

regule edilmektedir. PON, bakir ve diger serbest radikal Ureticilerinin



olusturdugu oksidatif hasara karsi LDL ve HDL kolesteroli koruyarak
aterosklerotik sureci engellemektedir. Bu koruma PON’un bazi aktif
fosfolipidleri ve lipid peroksit Grunlerini hidrolize etmesi ile gerceklesir. In vitro
calismalarda bakir tarafindan lipid peroksidasyonunun gergeklestirilebilmesi
icin eser miktarda lipid peroksitlere ihtiyag vardir. PON aktivitesi lipid
peroksitlerin varliginda inhibe olmaktadir.

PON aktivitesi hiperkolesterolemi, diabetes mellitus, kronik bobrek
yetmezligi ve kardiyak hastaliklarda azaldigi yapilan gesitli ¢alismalarda
gosterilmisgtir.  Normal HDL seviyelerine ragmen dusik PON serum
aktivitesinin, HDL’nin LDL’yi oksidasyondan koruyucu etkisinin azalmasina,
boylece koroner ateroskleroz insidansinin artmasina yol agmaktadir. Bu
sonuglara dayanarak azalmis PON aktivitesinin gelecekte, ateroskleroz
riskini belirlemede, kolesterol ve HDL seviyesinden daha iyi bir belirteg
olabilecedi ileri surtlmektedir.

Yaglanma ile dolasimdaki akut faz reaktani olan C-reaktif protein
seviyeleri yukselir ve inflamatuar bir durum gelisir. Bu inflamatuar surec¢
kardiyovaskuler hastaliklar icin bir risk faktorld olusturur. Bu biyokimyasal
modifikasyonlar PON1 aktivitesini etkileyebilir. influenza gibi akut
infeksiyonlarda PON1 aktivitesi azalmaktadir. Geg¢mis yillarda yapilan
calismalarda yaglanma ile LDL ve HDL oksidasyonunun arttigi gosterilmigtir.

PON1 aktivitesinin lipid peroksidasyonundan koruyucu roli nedeniyle
biz de PON1 aktivitesinin yagslanmaya bagli olarak azalacagi hipoteziyle farkl
yas gruplarinda PON1 aktivitesini inceledik. Ayrica yaslanma ile birlikte
PON1 fenotip insidansini ve diger biyokimyasal degisimleri arastirdik. Sonug
olarak HDL oksidasyonunun PON1 aktivitesi Uzerine etkisini arastirmayi

amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Paraoksonaz Enzimi

Paraoksonaz (PON) karacigerde sentezlenen, organik fosforlu bir
insektisit olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme
yetenedine sahip, Aldridge sinifama sistemine goére A grubu
arildialkilfosfataz  sinifi ester hidrolaz enzimidir (arildialkil fosfataz;
organofosfat hidrolaz; paraokson hidrolaz; [EC 3.1.8.1]) (1,2). PON1 ayni
zamanda fenilasetat gibi aromatik esterleri de hidrolize etmesi nedeniyle “A

esteraz” olarak da tanimlanmigstir (arilesteraz aktivitesi, EC 3.1.1.2) (2,3).
Enzim, paraokson, metil paraokson ve klormetil paraoksona yuksek
derecede segcicilik goOsterdigi igin, paraoksonaz olarak adlandiriimigtir.
Gecgmiste organofosfatli bilesikleri hidroliz etme 6zelligi nedeni ile toksikoloji
alaninda calisiimig, son yillarda ise antioksidan etkileri nedeni ile koroner

arter hastaliklari (KAH) riskinden koruyabilecegi dusunulerek guncellik

kazanmigtir.
‘ Fosfolipid ve serbest
e Kolesterolden meydana

apoA-| _). i . gelen yiizey tabaka
apoA-ll -

Trigliserid ve Kolesterol

esterlerin olusturdugu
hidrofobik ¢ekKirdek

Sekil 2.1. HDL'nin yapisi ve PON1’in yerlesimi



2.2. Tarihge

Paraoksonaz enzimi, ilk olarak 1946 yilinda Abraham Mazur
tarafindan hayvan dokularinda organofosfatli bilegikleri hidrolize eden bir
enzimin varliginin tespit edilmesiyle ortaya c¢ikmistir (4). Bu c¢alisma
1950’lerin basinda paraoksonazin ilk kez tanimlanmasini saglamistir. Alridge
insan ve hayvan serumlarinda paraoksonun hidrolizini ¢alismistir (3,5).
Alridge organofosfatlari ve p-nitrofenil asetat gibi aromatik esterleri hidrolize
eden bu esterazlarin diger “B esteraz’lardan ayiriimasi igin “A esteraz” olarak
adlandiriimasini énerdi.

insan serumunda ilk kez 1961°’de Uriel tarafindan elektroforez sonrasi
HDL immunopresipitatlarinda saptanmigtir (6). 1973 yilinda bir grup Alman
arastirici, ilk olarak insan serum paraoksonazi genetik olarak saptamislardir
(7). Mackness ve ark. (8), PON’'un HDL Uzerinde apolipoprotein Al’e (apo Al)
bagimh olarak aktivite gosterdigini ve 1991 vyilinda LDL Uzerindeki
lipoperoksit birikimini azalttigini bulmuslardir. immiinoaffinite kromatografi
calismalari insan serum paraoksonazinin gergekte apo Al ve klusterin
(apolipoprotein J) iceren HDL tipleri ile iligkili oldugunu ve PON’un total
HDL’nin ¢ok kiguk bir bélimuand olusturdugunu géstermistir (9).

Paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerinin tek bir enzimin mi yoksa iki
farkli enzimin aktiviteleri mi oldugu vyillarca tartisilmasi sonucunda her iki
aktivitenin de PON’dan kaynaklandidi gdsterilmistir (10). Mackness ve ark.
PON'un LDL’de lipoperoksitlerin birikimini engelleyerek kardiyovaskuler
hastaliklarda koruyucu rolunt ortaya koymasindan sonra bilimsel gevrelerin
daha fazla ilgisini gekmistir (11).

Yakin tarihimizde Kérfez savasi sirasinda, Irak'a génderilen Amerikan
askerlerinde “Korfez Savasi Sendromu” belirtileri olan yorgunluk, kas
gugsuzlugu ve norolojik hasarlar bazi askerlerde gorulurken, diger askerlerde
sendrom belirtilerine rastlanmamistir. PON enziminin, Irak tarafindan
kimyasal silah olarak kullanildigi dusundlen sarin, diazokson gibi
organofosforlu bilesikleri detoksifiye ettiginin anlasiimasindan sonra koérfez
savagina katilmig olan askerlerin PON aktiviteleri arastiriimig ve korfez

savagl sendromu olan hastalarda PON aktivitesi oldukga dusuk bulunmustur.



Gunumuze kadar yapilan birgcok c¢alismada, farkl kardiyovaskuler
hastaliklarda enzim aktiviteleri incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid
peroksidasyonu arasindaki iligskisi arastirlmig, enzimin aminoasit dizisi

belirlenmigtir.

2.3. Paraoksonaz Gen Ailesi

Memeli turleri arasinda genis bir dagilima sahip olan PON proteinleri,
baliklarda, kuglarda ve eklembacakhlar gibi omurgasizlarda mevcut degildir
(3). Memelilerde bulunan paraoksonaz gen ailesi PON1, PON2 ve PON3
olmak Uzere 3 Uyeden olusur. Yapisal benzerlik gésteren bu genler farelerde
6. kromozom Uzerinde, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda, q 21.3 ile q
21.1 bolgesinde lokalize olduklari in-situ hibridizasyon c¢alismalari ile
gosterilmistir (12). Gelisimsel agidan bakildiginda, gen duplikasyonu sonucu
olusan ve yapisal benzerlik gdsteren genlerdir. PON1, PON2 ve PON3
genlerinin memeliler arasinda; nuklelotid seviyesinde benzerlikleri %81-90
iken aminoasit seviyesindeki benzerlikleri %79-90 dir. PON1'de 105.
kodonda lizin bulunurken, PON2 ve PON3’te lizin bulunmamaktadir. PON2
ve PON3'Un 105. pozisyonda lizin rezidislu bulunmadigindan paraoksonu
hidroliz edemedikleri 6ne surtulmagstir. Ayrica PON2 ve PON3 plazmada

bulunmamaktadir (13).

2.4. PON Polimorfizmleri
Paraoksonaz polimorfizm gosteren bir enzim olup; baslica kodlayici

bdlge ve promotor polimorfizmleri bulunmaktadir.

2.4.1. PON1 Kodlayici Bolge Polimorfizmleri

PON17’in kodlama yapan bolgesinde 192. pozisyondaki Glutamin’in
Arginin’e donisumu ve 55. pozisyondaki Losin’in Methionin’e dontisumanu
iceren iki farkli polimorfizm vardir [GIn 192-Arg (Q 192 R) ve Leu 55-Met ( L
55 M)]. Q192 R polimorfizmi ¢ok yaygin c¢alisilmistir. ClnkU iki alloenzimin
bircok substrata kargi afinitesi ve katalitik aktivitesi birbirinden farklidir (Tablo

2.1). PON1 192 R alloenzimi paraoksonu Q formuna goére sekiz kez daha



hizli hidroliz ederken, Q formu sarin, soman ve diazokson’a karsi daha
aktiftir. Tek bir amino asit degisiminin neden oldugu bu énemli farklihgin
nedeni enzim yapisindaki degisim ile aciklanabilir. Belirli organofosfatlara
kargl aktivitedeki bu farkhlik PON7T'in bazi toksik substratlara kargi
duyarhligini etkiledigi icin 6nemlidir. Q 192 R polimorfizmi ayni zamanda
enzimin LDL’yi oksidanlardan koruma 6zelligini de degistirir.

PON 55M polimorfizmi PON1’in substratlari ile iligkisini etkilemez
ancak enzim Kkonsantrasyonunu ve serumdaki aktivitesinin daha da
dismesine neden olur. M allelini tasiyan bireylerde PON1 mRNA seviyesinin
daha dusuk oldugu bulunmustur. Dizi analizi ile yapilan g¢alismalarda bu
genin promotorunda C(-108)T polimorfizmi oldugu saptanmis olmasina
kargin, L55M etkisinin tamamen bu polimorfizmle agiklanmasi mumkin
degildir (14-17).

L 55 izoformunun daha stabil ve proteolize karsi daha direncgli olmasi
(18) serumdaki yuksek PON1 seviyesini agiklayabilir. PON1'’in kristal yapisi
ile ilgili son zamanlardaki yayinlar, proteinin dogru bir sekilde

paketlenmesinde L 55’in anahtar bir rol aldigini géstermektedir (19).

Tablo 2.1. Saflastirimis PON149, izoformlari tarafindan hidrolize edilen

substratlarin kinetik analizleri (20)

PON||92Q PONI]C)ER
Substrate Vinax (units/mg) K (mM) Vina /K i Vinax (units/mg) Ken (mM) Vinase/ K
Phenylacetate 845 0.69 1225 120 0.27 2700
Paraoxon 0.47 0.5 0.94 2.1 0.27 1.8
Diazoxon 122 298 15 19 1.02 Ia
Chlorpyrifos-oxon 82 0.54 152 64 0.25 256
Sarin 69 0.21 330 21 0.3 68
Soman 82 0.42 195 31 0.25 124
) -Butyrolactone 420 5 3 190 5.3 55
Dihydrocoumarin 180 0.022 8200 160 0.013 12300




2.4.2. PON1 Kodlayici Bolge Polimorfizmleri ve KAH

LDL’nin oksidanlardan korunmasinda polimorfik formlarin farkliligini
temel alan ve bu farklihgin KAH olusma riskine etkisini saptamaya yonelik
bircok calisma yapiimistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar oldukga
celiskilidir. PON1 192R yada PON1 55M ve KAH arasindaki iligskiyi gosteren
bir cok ¢alisma yapilmistir (21). Bu c¢alismalarda farkli populasyonlardan az
sayida hasta secilmesi, farkli genotiplendirme metodlari kullaniimasi Q192R
ve L55M polimorfizmleri ile KAH arasinda gugcli bir iligki kurulmasini
engellemektedir (22). Bu sonuglara gore PON1 genetik polimorfizmleri ile
KAH arasinda en iyi ihtimalle zayif bir iliski bulunmaktadir. Serum PON1
aktivite ve konsantrasyonlarini etkileyen bireylerarasi genis farkhliklar gibi
faktorler PON71'in KAH’ndan koruyucu etkisinde daha onemli roller

oynamaktadir.

2.4.3. PON1 Promotor Polimorfizmleri

PON1 geninin promotor bdlgesinin sekanslanmasi sonucunda gen
ekspresyonunu farkl oranlarda etkileyen en az bes polimorfizm saptanmistir.
Bu polimorfizmler —909/907 (C veya G), —-832/824 (A veya G), -162 (A veya
G), -126 (C veya G) ve -108/-107 (C veya T) pozisyonlarinda yer
almaktadir (Sekil 2.2A) (18,23,24). Isimlendirme farkhliklari galigilan
sekanslardaki bazi kiigiik degisimlerden kaynaklanmaktadir. isimlendirmeyi
basitlestirmek icin polimorfizmler —909, —-832 ve —108 olarak gdsterilmistir.

HepG2 hucrelerinde yapilan lusiferaz gen calismalarinda promotor
bdlgesinde -909, -832, -162 ve —-108. pozisyonlarda GAAC ve antikodonu
olan CGGT polimorfizmi bulunan promotorun iki kat daha aktif oldugu
gosterilmistir (18,23,24). Promotor aktivitesindeki bu degisimlerin serum
PON1 konsantrasyonu ve aktivitesinde onemli degigikliklere yol actigi
gosterilmigtir  (18,22,24). PON1 geninin translasyona ugramayan 3’
bdlgesinde de bazi polimorfizmler saptanmasina ragmen bunlarin dnemi
hendlz bilinmemektedir (23).

Klinik olarak o6nemli polimorfizmlerin saptanmasi tum promotor

polimorfizmleri arasindaki geligki nedeniyle mimkin olmamaktadir. ki



populasyonun haplotip analizi sonucunda C(-108)T polimorfizmi serum
PON1 degisimlerinin ana sorumlusudur (total degisimin yaklasik %23-24’0)
(24,25). Brophy ve ark. (23) A(-162)G polimorfizminin az da olsa bu
degisimlerden sorumlu oldugunu gostermiglerdir (%1.1). -909 ve -832
polimorfizmlerinin serum PON1 seviyelerine etkisi ¢cok az veya hi¢ yoktur
(24,25).

Farkli uzunluklarda promotor bolge kullanan reporter gen analizlerinde
PON1 geninin transkripsiyonu i¢in =108 ve —162 polimorfizmlerini kapsayan
yaklasik 200 baz ciftlik bdlgenin yeterli oldugu gdsterilmistir (18,26,27). Bu
bdlgenin silinmesi ile promotor aktivitenin tamamen kaybolmasi PON1
promotorun duzenleyici bolgesi icin ne kadar onemli bir bolge oldugunu
gostermektedir (27).

—-108 bdlgesi serum PON1 degisimlerinin baglica belirleyicisi olmasina
ragmen bu konuda daha fazla calisma yapimaldir. Polimorfizm
transkripsiyon faktor Sp1 ve Sp3’Un baglanma bdlgelerinin merkezinde yer
alir. Bu ortak bolge —108T varyantin varliginda kaybolur (16,23). Sp1’in —108
bdlgesine baglanmasi C vyerine T bulunmasi durumunda daha zayif
olmaktadir, bu da polimorfizmin Sp1 baglanmasi Uzerine olan etkisini
gostermektedir (27). PON1 promotorunda birgok Sp1 bolgesi yer alir bu
nedenle polimorfizmin etkisi pozisyoneldir. PON1 promotorunun Sp1
eksprese eden bir plazmid ile transfeksiyonu sonucunda promotor aktivitesi
gucli bir sekilde uyarilir. Bu ¢alisma ile Sp1’in PON1 ekspresyonu icgin ne
kadar 6nemli oldugu gosterilmigtir (28).

Promotor polimorfizmleri ile kodlayici bdlge L55M polimorfizmleri
arasinda 6nemli bir geligski mevcuttur. Brophy ve ark. (23) KAH’ndan daha
dusuk koruyucu roli olan —-108C ve R192 kodlayici bolge polimorfizmleri
arasinda celiski saptamislardir. Q192R polimorfizmi enzim aktivitesindeki
degisimlerden tek basina sorumlu olmasina ragmen —108C polimorfizmi ve
PON192R polimorfizminin KAH’ndan dusik koruyucu rolini kompanse
edebilmektedir. Bu sonuglar PON1 genotipi ile hastaliklar arasindaki iliskiyi

guclestirmektedir (23).



2.4.4. PON1 Promotor Polimorfizmleri ve KAH

PON1 promotor polimorfizmlerinin hastaliklardaki rolt kesin degildir.
Bir ka¢ epidemiyolojik galismada PONC(-108)T polimorfizminin vaskuler
hastalik gelisimi Uzerine etkileri arastiriimigtir. Geng populasyonlarda ve tip |l
diabetli hastalarda disUk aktiviteli T alleli ile vaskuler hastaliklar arasinda
pozitif  bir iliski bulunmustur (29-32). Yasli populasyonlar ve
hiperkolesterolemik  hastalarda yapilan calismalarda ise  PON1
polimorfizmleri ile hastaliklar arasinda herhangi bir iligki bulunamamistir
(33,34). Bir ka¢ c¢alismanin meta analizinde —-108 polimorfizmi ile KAH

arasinda 6nemli bir iligski bulunamamistir (22).

G-009C G-832A G-162A G-126C T-108C  L55M QI92R
—\/ psm

[ | i HH i
L] L] L]

Sekil 2.2. PON1 geninin kodlayici boélgesi (20).

(A) PON1 geninin promotor ve kodlayici bolgesindeki polimorfizmlerin
yerlesimi. (B) PON1 geninin transkripsiyonu igin gerekli olan 200 baz ciftlik
promotor bdlgesinin buyutulmus resmi. -162 ve -108 polimorfizmleri ve
potansiyel transkripsiyon faktor baglanma bdlgeleri isaretlenmistir. (NF-1,
nakleer faktor-1; NF-Y, nukleer faktor-Y)



2.5. Paraoksonazlarin Yapisi

2.5.1. PON1

insan serum paraoksonazi, Ca*? (kalsiyum) bagimli, 43 kDa molekul
agirhginda, 354 aminoasitten olusan ve agirhginin %15.8'ni olusturan g
karbonhidrat zinciri igeren bir glikoprotein olup fiziksel olarak HDL’ye badli
olarak bulunur (9). izoelektrik noktasi 5.1'dir. Paraoksonaz enziminin yapisi

Sekil 2.3'de gosterilmigtir.

Arg veya GIn
192
S [ Karbohidrat
\.| Karbohidrat
@
Karbohidrat
| (‘I-M'J
L |SH
| /| 284 Cys
Metveya | ~_ S5 __ - |Karbohidrat
Leu 55 | a2 " .
: 363 |-
Hidrofobik bélge ¢
y ‘ Fosfolipidler
. HDL
Apo A-1 —~ Paraoksonazin Yapisi

Sekil 2.3. insan Serum Paraoksonaz (PON 1) Enziminin Yapisi (35).

Serum PON7Tin blyudk bir ¢ogunlugu HDL ile birlikte bulunur.
Silomikron ve VLDL’nin dusuk duzeyde de olsa PON1 igerdigi fakat LDL’nin
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PON1 icermedigi goézlenmistir. PON3 de HDL ile iligkili bir enzimdir.
PONZ2'nin ise HDL ile iligkisi bulunmamaktadir.

Paraoksonaz enzimi baslica karacigerde sentezlenir ve seruma
salinir. Ayrica bobrek, ince bagirsak basta olmak Uzere birgok dokuda ve
serumda bulunur (36). PON1 dizi analizi igcin BLASTN kullanilarak yapilan
GenBank calismasinda akciger, beyin, karaciger, pankreas ve plasentada
tespit edilen eksprese dizi figlerinin (EST) paraoksonaz ile %70 uyumlu
oldugu gosterilmisti. Bu sonuglar serumdaki PON1 kaynaklarini
aciklamaktadir. Cesitli insan ve tavsan dokularinin Northern blot analizlerinde
PON1 mRNA sadece karaciger dokusunda tespit edilebilmistir. Buna ragmen
daha hassas bir teknik olan RT-PCR kullanilarak yapilan ¢galigmalarda PON1
mRNA fare karaciger, akciger, kalp, beyin, ince barsak ve bdbreginde de
tespit edilmigtir.

Tavsan ve insan cDNA klonlarinda %86, nukleotid dizilerinde ise %85
benzerlik gorulmektedir. Ayrica fare ve insan PON1 gen dizilerinde ve
yapisinda buyuk oranda benzerlik mevcuttur. Bu benzerlik PON1’in énemli
bir metabolik role sahip oldugunu ve evrimsel olarak korundugunu
gOstermektedir.

Paraoksonaz 3 tane sistein molekulu igerir, bunlardan 41 ve 352.
pozisyondaki sisteinler molekul igi disulfit baginin olusumuna katilirken, 283.
pozisyondaki sistein molekull ise serbest halde bulunur ve enzimin aktif
merkezinin anahtar bilesenidir. 283. pozisyondaki sisteinin, LDL'yi
oksidasyondan korumada Onemli bir fonksiyona sahip olmasina karsin
organofosfatlarin hidrolizinde bir etkisi gdzlenmemektedir. Paraoksonazin
sistein aminoasitlerinin serbest oldugu ve distilfid bagdi olusturdugu iki yapisal
izoformu mevcuttur. Bu izoformlar PON7T’in iki oksidasyon durumunu
olusturur. Paraoksonazin yapisinda bulunan N-terminal hidrofobik sinyal
peptidi, HDL ile etkilesim icin gerekmektedir. PON proteinlerinin aminoasit

dizileri sekil 2.4’de gdsterilmistir.
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Sekil 2.4. insan PON proteinlerinin aminoasit dizileri ve karsilastiriimasi. (H
oneki insan, C o6neki C. Elegans ve G2E6 kisaltmasi rekombinan PON igin
kullaniimistir) (19).

PON1 aktivitesi sulfhidril bilesikleri tarafindan inhibe edilmektedir ve
bu inhibisyon sistein ile geri donebilir. Bu nedenle sistein kalintilar aktif
bolgenin onemli bir bilesenidir. Buna ragmen 283. pozisyondaki sistein
paraoksonun hidrolizi i¢cin gerekli dedgildir. Sistein turevleri PON1'’i inhibe
etmesine ragmen igerdigi —SH grubu enzimin U¢ boyutlu yapisina katilarak
aktif bolgenin olusmasinda rol alir. PON1’in diger hidrolazlarda bulunan
katalitik aminoasit triadini icerip icermedigi tam olarak bilinmemektedir.

Enzim aktivitesi kalsiyuma bagimlidir. Ug boyutlu yapida B-tabakalarin
merkezinde 7.4 A aralikli iki adet kalsiyum iyonu bulunmaktadir (19).
Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup yapidan uzaklastiriimasi,
tersinmez denatlrasyona neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte
gorev alan kalsiyumdur (Sekil 2.5). Kalsiyum iyonlarinin katalitik
mekanizmada iki énemli rolii vardir. Ca*? katalitik reaksiyona direk olarak

katilarak veya aktif bolgenin uygun konformasyonal yapi kazanmasini
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saglayarak etki eder. Ayrica, Ca*® paraoksonun P-O bagini polarize ederek
fosforun nukleofilik saldirlya yatkinh@ini saglar, bdylece dietil fosfat' aktif
bolgeden uzaklastirir (37,38). PON1’in kalsiyum iyonuna olan bu ihtiyacindan
dolayl enzim aktivitesi ¢calismalarinda EDTA i¢eren plazma kullaniimamalidir.
PON7’in organofosfat substratlarina karsi hidrolitik aktivitesi kalsiyuma
bagimh iken, lipid peroksitlerin birikimini onlemede kalsiyumun gerekli
olmadigi bildiriimektedir (37).

Sekil 2.5. PON1 proteininin G¢ boyutlu genel yapisi (19).
(@) Ug boyutlu yapinin Ustten gérinimi. Merkezde yesil (Ca1) ve kirmizi
(Ca2) olarak gosterilen 2 kalsiyum atomu bulunmaktadir. (b) Ug¢ boyutlu

yapinin yandan gérunumu. H1-3 Ust kisimda yer alan Uglu helikal katlantidir.

Saflastiriimis insan PON7T’in pH 10.5’da paraoksonu hidrolize etmesi
uzerine yapilan kinetik ¢alismalarda paraoksonun substratina baglanmasini
takiben hizli bir aktivite patlamasi olugur ve son olarak da p-nitrofenol agiga
cikar. insan serumunda tek gen Uriini olan paraoksonaz enzimi hem
arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesi igerir. Aktif bolgelerinin benzerligi
aclk olmasa da kompetetif olmalari ayni aktif merkezin 6zelliklerinin
paylasildigini gosterir. PON1’in fizyolojik substratlar henlz

tanimlanmamistir; fakat insektisit ve sinir gazi yapiminda yaygin olarak
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kullanilan organofosfat bilesiklerinin hidrolizini katalizlemekte ve bu nedenle
in vivo ksenobiyotik metabolizmasi ve toksikolojik calismalar igin buyuk 6nem

tasimaktadir.
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Sekil 2.6. PON1'’in katalitik bolgesi ve etki mekanizmasi.

Ca t‘.‘

(a) Katalitik bolgenin alt kisminda Ca1 atomu ve fosfat iyonu yer alir. (b)
PON7Tin fenil ve 2-naftilasetat gibi ester substratlar Gzerindeki etki
mekanizmasinin sematik gésterimi. ilk olarak His-His baginda su
molekulinin deprotonasyonu ile hidroksid anyonu olusur ve bu anyon ester
karbonile baglanarak oksianyonik tetrahedral ara bilesigi olusturur. Ikinci
basamakta bu ara bilesik yikima ugrayarak bir asetat iyonu, fenol veya 2-

naftol olusturur.

2.5.2. PON2

PON2 44 kDa molekul agirhginda intraselller bir proteindir (39,40).
PON2'nin de PON1’e benzer sekilde bazi hastaliklarla birliktelik gosteren
polimorfizmleri mevcuttur. Populasyon c¢alismalarinda 148. pozisyondaki
alanin veya glisin (A/G148), 311. pozisyonda ise sistein veya serin (C/S311)
yer degisimi gosterilmistir. A/G148 polimorfizmi total ve LDL kolesterol, aglik
glukoz duzeyleri ve dogum agirhginda degisimler ile birliktelik gosterir.

C/S311 polimorfizmi ise koroner arter hastaligi, tip 2 diabetli hastalarda
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iskemik inme, Alzheimer hastaligi ve postmenopozal kadinlarda azalmis
kemik dansitesi ile birlikte gértlmektedir (41-49).

PON2’nin vucutta antioksidan etkisi bulunmaktadir. PONZ2'yi agiri
derecede eksprese eden hucrelerde hidrojen perokside maruz kalma sonucu
hicre icinde oldukga dusuk oranda oksidatif stres saptanmistir. Ayrica PON2
okside olmus LDL’nin daha fazla okside olmasini engellemektedir. Bu
nedenle PON2 hucreleri oksidan hasardan koruyan hucresel bir
antioksidandir. Buna ragmen bu etkisini hangi mekanizma ile gosterdigi tam
olarak agiklanamamistir.

PON2 oksidatif strese yanit olarak salinir. Hiperkolesterolemisi
bulunan bireylerin makrofajlarinda normal kolesterol duzeyleri olan kisilere
oranla rolatif olarak daha dusuk PONZ2 sentezi oldugu gorulmustiar. Bu
kisilerde atorvastatin kullanimi sonrasi bu durumun tersine dondugu
g6zlenmistir (50). PON2 salinimindaki asil sorumlu faktorler henlz tespit

edilememigtir.

2.5.3. PON3

PONB3 karacigerde sentezlenen ve dolasimda HDL ile birlikte bulunan
ve molekul agirligi 40 kDa olan bir proteindir. Serum duzeyleri PON1’e oranla
oldukga dusuktur (38,51). Mevcut g PON proteini arasinda en yeni ve
Ozellikleri en az bilinenidir. PON1 ve PON2’nin aksine bugine kadar herhangi
bir polimorfizmi saptanamamistir. PON1 ve PON2 gibi antioksidan 6zelliklere
sahiptir. Draganov ve ark. yaptigi ¢calismada tavsan serumundan saflastirilan
PON3’Un in vitro olarak bakir tarafindan uyarilan LDL oksidasyonunu inhibe
ettigini gostermiglerdir. Ayni galismada PON3’Un LDL’yi oksidasyona karsi
korumada PON1T’e oranla 100 kat daha guclu oldugu goésterilmistir. PON3’de
PON1 ve PON2 gibi okside LDL’nin biyolojik etkilerini geriletmektedir. PON1
knock-out (KO) farelerde az miktarda da olsa PON3 bulunmasina ragmen
HDL’nin antioksidan etkileri gortilmemektedir. Sonug¢ olarak PON3’ln
HDL’nin oldukca kuguk bir bileseni oldugu ve HDL'nin antioksidan etkisine
tek basina ¢ok az katkisi oldugu ortaya konmustur (52,53).
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PON1 ve PON2’nin aksine PON3 ekspresyonu oksidatif strese yanit
vermez. PON3 ekpsresyonu oksidatif stresi uyaran ajanlara maruz birakilan

makrofajlarda degismezken PONS3 laktonaz aktivitesi azalmaktadir.

2.6. PON1 Sentezi

PON1 baslica karacigerde sentezlenir ve seruma salinir. Serum PON1
diizeyini belirleyen en o6nemli faktér karacigerden salimmidir. insanlar
arasinda serum PON1 konsantrasyonu ve enzim aktivitesi farkhhklar
goOsterebilmektedir.  Bu  farklilklar ~ enzim  aktivitesi ve  protein
konsantrasyonunu belileyen PON1 geninin promotor ve Kkodlayici

bolgelerindeki bazi polimorfizmlerden kaynaklanmaktadir. (16,23,24,54,55).

Promoter Kodlayici bélge

T i

dIZISI
G=909C A-832G A-162G C-107T L.54M QI92R

Etkileri
Konsantrasyon - - - +++ + -
Aktivite - - - - - +++

Sekil 2.7. Promotor ve kodlayici bdlgelerdeki polimorfizmler ve bunlarin

konsantrasyon ve aktivite Uzerine etkileri.

Baslica kodlayici bdlge polimorfizmi olan Q192R fizyolojik olmayan
substratlar Uzerinden etkisi gosteren aktivite polimorfizmidir. Aktivite
polimorfizmi degiskendir. Q veya R alelinin yiksek veya digsuk enzim
aktivitesine sahip olacagini substrat belirler. Bu tir aktivite polimorfizmleri
okside substratlarla gorilmemektedir. PON1 geninin kodlayici olmayan
bolgesindeki polimorfizmler gen ekspresyonu ve enzimin serum duzeylerini

etkilemektedir. Ayrica 107. pozisyondaki polimorfizmin serum PON1
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konsantrasyonu ve aktivitesi Uzerinde belirgin bir etkisi bulunmaktadir
(16,25). Bu calismalar -107 polimorfizmi ile tanima dizisi ortadan kaldirilan
transkripsiyon faktor Sp1 ve sterol duyarli transkripsiyon faktor olan sterol
regulatory element binding protein-2 (SREBP-2)’'nin 6nemini gostermektedir
(27). Buradan yola c¢ikarak hepatositin kolesterol homestazisinin PON1
sentezi Uzerinde etkisi oldugu dusunutlmektedir. PON1 sentezi ayni zamanda
inflamatuar durumlara da olduk¢a duyarlidir. Bu nedenle PON1 serum
konsantrasyonu ve hepatik sentezi infeksiydz durumlarda azalan bir negatif

akut faz reaktani olarak tanimlanabilir (56-58).

2.7. PON1 Salinimi ve Hiicre Membranlariyla Etkilegimi

Karacigerden salinan PON1 serumda baslica HDL tarafindan tasinir.
PON1 salinim mekanizmasi olduk¢a énemlidir. CUnkl htcrelerden salinimini
etkileyen faktorler serum enzim seviyelerini belirler.

Sinyal peptid dizileri peptidlerin sekretuar yolaklara yonlendiriimesinde
ve membranlara yerlestiriimesinde 6nemli bir role sahiptir (59,60). Bu da
hicrelerden salinim agisindan PON ailesinin Uyeleri arasindaki farkliliklari
aciklamaktadir. Buylk oranda homoloji (%60) bulunmasina ragmen PON1 ve
PON3’Un aksine PON2 hucreden salinmaz (40,51,61). Sinyal dizilerinin
tespiti icin yapilan N-terminal bdlge analizleri PON1 ve PON3’Un aksine
PON2 igin bu tir sinyal peptidlerinin bulunmadigini goéstermektedir. Bu
nedenle PON2 sekretuar bir peptid degildir.

PON1 hiucre membranindan salinim igin uygun bir aliciya ihtiyag
duyar. Bunun igin en uygun alicilarin fosfolipid igceren lipid bilesikleri oldugu
cesitli calismalarda gosterilmigstir (tablo 2.2) (61). Fosfolipidler tek baslarina
PON1 salinimini uyarabilmektedir. CHO (Chinese-hamster ovary) hicre
kultaru kullanilan bir ¢alismada ortamda lipoprotein bulunmadiginda PON1
saliniminin azaldigi goérulmagstir. Ortama fosfolipid migellerin veya LDL
eklenmesi ile PON1 salinimi olmamistir. HDL optimal bir uyaran olmasina
ragmen LDL’nin yeterince salinimi uyaramamasi salinimda baska faktorlerin
de etkili oldugunu gostermektedir. Salinim doygunluk gerektiren ylksek

afiniteli bir suregtir.
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Tablo 2.2. Lipid bilesikleri ve apolipoproteinlerin PON1 salinimina etkisi

Lipid bilesikleri Salinimda % artis 24 s sonra aktivite kaybi (%)
HDL (Native) 87.0 2.5
HDL (Apo Al) 172.8 3.7
HDL (Apo All) 209.7 5.3
Fosfolipid vezikulleri 55.0 25.7
LDL 0.4 67.0
Lipidden fakir Apo Al 214 44.5
BSA 3.2 63.0

PON7’in hucre digina salinip HDL'ye baglanmasi dezorpsiyon
mekanizmasi ile olur. Once PON1 hiicre membraninin dis ylizeyine gikar ve
buradan HDL’ye transfer olur (sekil 2.8). Bu transfer islemi sirasinda HDL
once hucre membraninda yer alan scavenger reseptor B1'e (SR-B1)
baglanir. Karacigerde sentezlenen bu reseptér HDL'ye yuksek oranda
segicilik gosterir (62,63). HDL'ye bagli PON1 salinimi konsantrasyon bagimh
ve doyurulabilir olmasi salinimin bu reseptér araciliyla olabileceg@i hipotezini
guglendirmektedir (61). SR-B1 HDL’nin hicre yuzeyi ile etkilesimini artirir. Bu
reseptorin serbest ligand spesifitesi bulunmaktadir ve apoAl ve apoAll
iceren HDL'ye baglanabildigi gibi fosfolipid migellerine de baglanabilir (63).
Lipidden fakir apoAl'e baglanamamasi ise oldukga ilgingtir. SR-B1 HDL'yi
hicre membranina yakin tutarak membrandan HDL'ye PON1 transferini
gerceklestirir. SR-B1 reseptorinu asirt eksprese eden hucrelerden PON1
saliniminin arttigi géralmustur.

PON1 fosfolipidlerin varhginda HDL’den yarismal olarak uzaklastirilr.
Bu sayede PON1 HDL'den hicre membranlari ve lipid hasarinin oldugu
fosfolipidden zengin Dbolgelere taginabilir. Immunofloresan c¢aligmalarda
PON7’in lipid hasar olusturuimus CHO ve Huh-7 hepatosit hucre
membranlarinin dis yluzeyinde oldugu goéruimustir (61). Membrana badli
PON1 fenilasetat tarafindan aktive olur. HDL varliginda bu aktivite kaybolur

(61). Sonug olarak HDL PON1’i hucre membranlarindan uzaklastirabilir.
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Apo A1
HDL baglayan protein \ oo e

Hiicre membrani

HDL’nin membrana
baglanmasi

Transfer HDL’nin membrandan
ayrilmasi

PON1

Sekil 2.8. PON1’in hicreden HDL’ye baglanarak salinimi.

2.8. PON1 Stabilitesi

Daha oncede bahsedildigi gibi lipidden fakir apoAl, hucrelerden PON1

salinimini uyaramaz. Apo Al salinan PON1 proteinin stabilitesi i¢in oldukga
onemlidir (61,64). Apo Al eksikligi sendromlarinda yapilan ¢alismalarda, apo
Al'in bu etkisini destekleyici sekilde, serum PON1 seviyesi azalmaktadir (65).
Fosfolipid vezikulleri PON1 salinimini uyarmasina ragmen PON1-fosfolipid
kompleksinin enzim aktivitesi gok ¢abuk kaybolur. Aksine apo Al'in fosfolipid
ile olusturdugu komplekste bodyle bir aktivite kaybi gértlmez (Tablo 2.2) (61).
PON1 saliniminin uyarilmasi ve enzim stabilitesinin artiriimasi i¢in apo All ve
apo Al yer degigstirebilirler (Tablo 2.2) (61). Apo Al sadece enzimin

stabilitesini saglamakla kalmaz ayni zamanda enzimin spesifik aktivitesini de

artirarak daha aktif bir molekul haline gelmesini saglar (61,66).
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Apo Alin enzim stabilitesindeki rolleri acgiklanmasina ragmen apo
All'nin stabilite Uzerine etkileri hala tam olarak ortaya konamamistir. Yapilan
calismalarda HDL Uzerinde apo All'nin bulunmasi PON1 salinimi ve
stabilitesini artirmaktadir (61). Buna ragmen apo All'nin asiri Uretildigi
transgenik farelerde PON1 aktivitesinde belirgin bir digts olmaktadir. Ayrica
HDL’nin LDL’yi oksidasyondan koruma yeteneginde de belirgin bir azalma
meydana gelmektedir. Apo All’'nin HDL’nin PON1 igerigini nasil yok ettigi tam
olarak bilinmemesine ragmen apo AllI'nin HDL’nin hidrofobik bdlimlerine
yarismall olarak baglanarak PON71in HDL'ye baglanmasini engelledigi

dusunulmektedir.

2.9. PON7’in Biyokimyasal Fonksiyonlari

PON7’in bilinen baslica iki fonksiyonu bulunmaktadir. insektisit olan
paraokson gibi organofosforlu bilesikleri detoksifiye etmek ve antioksidan
etkisi ile LDL’yi oksidan hasardan korumaktir (67). Son yillarda PON7’in
ayrica laktonaz aktivitesi ile siklik karbonat esterleri ve farmakolojik ajanlari
da hidroliz ettigi gosterilmistir (38).

PON7’in ilk olarak tanimlanan fonksiyonu, organofosfat nérotoksinleri,
aromatik karboksilik asit esterlerini ve insektisidleri hidroliz etme yetenegidir
(9). PON1 parathion, diazinon ve klorpirifos gibi insektisitlerin toksik okson
metabolitlerini (68) ve sarin ve soman gibi sinir ajanlarini hidrolize
edebilmektedir (Sekil 2.9-a,b) (69,70). PON1 enziminin kan, karaciger ve
diger bazi dokularda bulunmasi sayesinde dusuk duzeydeki organofosfatlara
uzun donem maruz kalanlarda koruma saglamaktadir. PON1 diger B
esterazlar gibi stoikometrik olarak substrata baglanmak yerine katalitik olarak
etki eder. Buna ragmen PON7’in birgcok organofosfata karsi katalitik etkinligi
oldukga dusuktur. Bu nedenle akut olarak organofosfatlara maruz kalanlarda
sinirl bir koruma saglar. Ornegin PON1 eksikligi bulunan fareler ile vahsi tip
farelere paraokson verilmesi sonucunda ayni oranda toksisite olustugu
g6zlenmistir (2). Buna ragmen PON1 diazokson ve klorpirifos gibi diger

organofosfatlara karsi1 10-20 kat daha yuksek katalitik etkinlige sahiptir.
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PON17’in aromatik ester substratlari fenilasetat, thiofenilasetat ve 2-
naftil asetattir (Sekil 2.9¢) (68). Siklik karbonatlar (6rnegin; homogentisik asit
lakton, dihidrokumarin, y-butirolakton ve homosistein thiolakton) gibi bazi
aromatik ve alifatik laktonlar da PON1 tarafindan hidrolize edilmektedir (Sekil
2.9d) (71,72). PON1 ayni zamanda y- ve o-hidroksikarboksilik asidin ters

reaksiyonu olan laktonizasyonu da katalize eder (73).

a. insektisitlerin okson metabolitlerinin hidrolizi

— R—O, HO,
T enp, \,~OCHHs PONI \ ¢
=N\ N —_— _P + ROH
S OC,Hs 0 OCzHs +H,0 o” \ochs
DN+ Cl N N .
R= Paraoxon R= | Chlorpyrifos oxon R= I Diazoxon
- 4-/
Cl N il
b. Kimyasal ajanlarin hidrolizi (sinir gazlan)
R20, R PONI R20 R
N - > \P/ l ¢ HX
o7 N +H,0 o N

=N(CH;); R,=CH,CH;, X=CN Ethyl N-dimethylphosphoroamidocyanide (Tabun)
R,=CH; R,=CH(CH;), X=F Isopropyl methylphosphonofluoridate (Sarin)

R;= CH; R;=CH(CH,)C(CH;); X=F Pinacolyl methyvlphosphonofluoridate (Soman)

c. Aromatik esterlerin hidrolizi

P()M L “
0*0 +H>0 oH
(S)

SH 2-Naphthyl
S iphthyl acetat
(Thio)Pheny| acetate philiyl acetate

d. Lakton hidrolizi

(CHz)n
| " pONI (CHz)n Ra
o OH OH

o £ HyO d P o0

o

n=1 f-Propryolactone Dihydrocoumarin Ry=H 2-Coumaronone

n=2 y-Butvrolactone
n=3 &-Valerolactone

R;=0OH Homogentisic
5-HETE lactone acid lactone

n=4 e-Caprolactone

Sekil 2.9. PON1’in enzimatik aktiviteleri ve substratlari (74).
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PON17’in ikinci ve en 6nemli biyolojik fonksiyonu antioksidan etkiye
sahip olmasidir. Serum PON1 serumda HDL ile birlikte bulunur ve
lipoproteinlerin oksidasyonunu 6nlemede rolu bulunmaktadir. HDL ile iligkili
enzimler olan PONH1, lesitin kolesterol acil transferaz (LCAT) ve Platelet
Aktive Edici Faktér Asetil Hidrolaz’in (PAFAH) oksidatif hasara karsi
lipoproteinleri korudugu gdsterilmistir (36,75,76). HDL ile iligkili enzimler tablo
2.3'de gOsterilmigtir.

Tablo 2.3. HDL ile iliskili enzimler

PON1

LCAT

PAFAH

Proteinaz (Elastaz benzeri)
Fosfolipaz D

Albumin

Apo Al

PAFAH hem proinflamatuvar bir molekul olan platelet aktive edici
faktord (PAF) hem de oksitlenmis fosfolipidleri hidroliz etme o6zelligi ile
koruyucu etkide dnemli roli oldugu dusunulen bir molekuldidr. Ancak PAFAH
insanda, HDL’den ¢ok LDL Uzerinde bulunan bir enzimdir (7). HDL’ye 6zgu
olan ve lipid peroksitleri hidroliz etmede guglu etkisi oldugu bildirilen enzim
ise PON1’dir (78). Sonug olarak HDL Uzerindeki Platelet aktive edici faktor'in
hidrolizi PON1 tarafindan gergeklestiriimektedir (33). PON1 hidrolizle PAF’In
Sn-2 pozisyonundan asetat salinmasini  saglar., PAFAH LDL’nin
oksidasyonunda Apo-B100 modifikasyonunu ve konjuge dien olugsumunu
inhibe eder, ancak tiyobarbitlrik asit ile reaksiyona giren maddelerin
(TBARS) olugsumu Uzerine etkisi yoktur. PON1 ise hem lipid peroksit olusumu
hem de TBARS dretimini inhibe etmektedir. HDL, PON1 aktivitesine sahip
degilse LCAT ve PAFAHIn lipid peroksidasyonuna karsi insan LDL’sini

koruyamayacagi gosterilmistir (79).
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PON1 aktivitesi paraoksonaz aktivitesi ile sinonim olarak
kullaniimasina ragmen PON1?’in arilesteraz, laktonaz, dislk seviyede
peroksidaz ve fosfolipaz A2 benzeri enzimatik aktivitelere de sahip oldugu
son donemlerde yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (73,80-83). PON1 enzimi
bulunmayan fareler ateroskleroza karsi yatkin hale gelirler. Paraoksonaz LDL
kolesteroll, bakir iyonu ve serbest radikallerin indukledigi oksidasyondan
korumaktadir (84-87). PON1 lipid hidroperoksitleri ve okside fosfolipidleri
hidrolize edip lipid peroksitlerin hem HDL'de hem de LDL’de birikimini onler
bdylece antiaterojenik etkisi ortaya c¢ikar. Bu 06zelligi nedeniyle, HDL’ nin
LDL’yi oksidasyona karsi koruyucu etkisinden PON1 sorumludur (11,88).
PON71'in TBARS duzeylerini ve lipoperoksit olusumunu da Onledigi
gosterilmistir (11). Paraoksonaz lipid peroksitlerin aterojenik etkilerini yok
ederek hucre membranlarini koruyucu etki gosterir.

PON1 LDL'’yi bakir veya hlcre aracili oksidasyondan korumaktadir
(51,89). PON7’in bu etkisinin mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen
284. pozisyondaki serbest sistein aminoasiti diger enzimatik aktivitelerden
bagdimsiz olarak PON1’in antioksidan etkisinde énemli bir rol oynamaktadir
(90). Aviram ve ark. PON1 sistein 284 mutant hicrelerin LDL
oksidasyonundan korunamadigini gostermistir (90). Serbest sistein iceren
proteinler antioksidan Ozelliklerini genellikle icerdikleri sulfhidril gruplarinin
metal ve radikalleri ortamdan uzaklastirmasi ile gosterirler. Buna ragmen
PON7’in kristal yapisina bakildiginda sistein aminoasitinin molekulin iginde
gomuld oldugu ve bu etkiyi gostermekten uzak oldugu gosterilmistir (19).
Harel ve ark. sistein aminoasitinin protein yapisinin stabilitesinde énemli bir
rol oynadigini ve PON1 sistein 284 mutantlarinda PON1 protein ekspresyonu
ve stabilitesinin oldukga zayif oldugunu géstermistir (19).

LDL oksidasyonu sirasinda meydana gelen okside fosfolipidler, okside
kolesterol esterleri, lizofosfatidilkolinler PON1’deki 284. pozisyondaki sistein
aminoasitindeki serbest sulfhidril grubu ile etkilesime girer ve enzimin inaktive
olmasina yol acgarlar (51). PON1’in arilesteraz aktivitesinin, LDL oksidasyonu

sirasinda yaklasik %50 oraninda azaldigi gosterilmistir. LDL’yi oksidasyona
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kargi koruyan paraoksonaz enzimi okside LDL olusumu esnasinda zamanla
inaktive olmaktadir.

Marathe ve ark. nin yaptigi ¢alismada (91) okside fosfolipidlerin HDL
tarafindan yikiminda etkili olan faktorin PON1 degil PAFAH oldugu iddia
edilmistir. Bunu destekleyen iki deneysel bulgu mevcuttur. ilkinde okside
fosfolipidlerin PON1 tarafindan hidrolizi icin kalsiyum iyonuna ihtiya¢ yoktur.
PON1 ise organofosfatlari hidrolize ederken kalsiyuma son derece ihtiyag
duyar. Buna ragmen PONT’in lipid peroksitleri hidrolize ederken kalsiyuma
ihtiyagc duymadigini gdsteren birgok calisma vardir (90,92). ikinci bulgu da
saflastirimis PON?’in okside fosfolipidleri hidrolize edememesidir. Fakat bu
calismaylr yapan yazarlar c¢alisma o©Oncesi PON1 Uzerindeki lipidleri
uzaklastirmiglardir. PON1’in katalitik aktivitesi igin hidrofobik bir ortama
ihtiyag duydugu cok iyi billinmektedir (64). Bu c¢alismada oldugu gibi
saflastinimis PON1’den lipid ortamin uzaklastirimasi PON1 aktivitesinin
kaybina neden olur. Daha 6ncede bahsedildigi gibi HDL'den izole edilen
PON1 PAF’I hidrolize etmektedir (82). Bu calismada PAFAH'In etkisini
engellemek icin PAFAH ile kontamine olmamis saf PON1 kullaniimigtir.
Ayrica ortama gugclu insan plazma PAFAH inhibitorleri eklenmesine ragmen
PAF'In PON1 tarafindan hidrolize edilmesi etkilenmemistir. Sonug¢ olarak
HDL Uzerindeki PON1 lipid peroksitlerin yaninda PAF’1 da hidrolize
etmektedir.

HDL lipid peroksitlerin serumdaki en 6nemli tasiyicisidir. Oksidatif
stres altinda, HDL de oksidasyona maruz kalmaktadir. HDL'nin oksidatif
hasara ugramasi; ters kolesterol tagima fonksiyonunun bozulmasina yol
acar. PON1, HDL'yi de oksidasyondan koruyarak HDL’nin ters kolesterol
tasima fonksiyonunun devamini saglar. Sonug¢ olarak PON1 makrofajlarda
kolesterol birikimini engelleyerek kopuk hucre olusumunu ve ateroskleroz
gelisimini yavaglatmaktadir (80,89,93).

Hayvan calismalarinda intravendz olarak bakteriyel endotoksin
verilmesi sonucunda paraoksonaz aktivitesinin arttigi goértilmastir. PON1’in
endotoksinlerin yapisinda bulunan lipopolisakkaridleri (LPS) hidrolize ettigi

gosterilmigtir (94). Farelere 50 mikrogram Salmonella LPS enjekte edilmesi
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sonrasinda 6 saat icinde HDL ve PON1 seviyelerinde artis goérulmustir. LPS
verilmesi ayni zamanda haptoglobulin seviyelerini de yukseltmistir. Bu
bulgulara ragmen endotoksemili hastalarda HDL duzeylerinin dustugu
bilinmektedir (95).

2.10. PON1 ve HDL

2.10.1. HDL’nin Antioksidan Rolu

Serum HDL ile ateroskleroz arasindaki ters iligkinin tek bir agiklamasi
yoktur. Uzun zamandir bu iliski bilinmekle birlikte dikkatler, HDL'nin ters
kolesterol tasinmasi i¢in hiz sinirlayici bir basamak olabilecegi konsepti
uzerinde odaklanmistir. Bununla birlikte bu gorusu destekleyen kanitlar
tamamlanmamis durumdadir. Cok sayida insan apo Al gen kopyasini
eksprese eden veya insan apo Al infUzyonlari yapilan tavsanlar deneysel
diyetle uyariimig ateroskleroza kargi korunabilmis olmakla birlikte, bunu
basarmak icin gerekli olan dolagimdaki apo Al seviyeleri, insanlarda gorulen
varyasyonlarin oldukga Uzerindeydi. Sadece 2 insan apo Al gen kopyasini
eksprese eden (aslinda bu genler bile HDL kolesterol konsantrasyonlarini bu
hayvanlarda 2 misline ¢ikarmis olmalarina ragmen) tavsanlar ateroskleroza
kars! yeterince korunamamaktadir. ilave olarak apo Al knock-out farelerin
ateroskleroza duyarli hale gelmedikleri gorulmustir. Tangier hastaliginin
(analfalipoproteinemi) nedenleri ile ilgili son yillarda yapilan ¢alismalarda ters
kolesterol transportundaki belirgin defektin bu hastalikla iliskisi olmadigi ve
sorunun dolagsimdaki dusuk HDL seviyelerinden kaynaklandigli ortaya

konmustur.

2.10.2. PON1’in HDL ile Olan iligkisi

Apolipoprotein Al, HDL'nin en 6nemli yapisal proteinlerinden biridir.
PON17’in buydk bir kismi apo Al igceren HDL ile tasinir. Apo J veya klusterin
ile birliktelik gosteren HDL’nin bir alt tipi de PON1 tasimaktadir (96,97).
PON1, HDL Uzerinde yer alan apo Al'e baglanir. PON1 gen promotor
polimorfizmleri serum PON1 konsantrasyonundaki degisimlerin yaklagik

%25'nden sorumlu iken kalan %75lik kisim diger faktorlerin etkisi ile
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olusmaktadir. HDL, PON1i serumda tasiyan molekildir ve enzim
konsantrasyonunun onemli bir belirleyicisidir. HDL eksikligi sendromlarinda
PON1 seviyelerinin azalmasi da bunu kanitlamaktadir (65). Yapilan
calismalarda PON1’in HDL'nin trigliseridden zengin olan HDL2 tipinde
bulundugu gdésterilmistir (97). Total PON1’in yaklasik %30’u apoJ’ye bagli
tasinir. PON1 in vivo ve in vitro ortamlarda buaytuk HDL tiplerine baglanma
egilimi gosterir ki bu da HDL boyutunun kuguldugu diabet gibi hastaliklarda

salinimini etkilemektedir (97).

2.10.3. PON?’in HDL’ye Baglanma Mekanizmasi

PON1 hdcreden salindiktan sonra N-terminal hidrofobik sinyal dizisi
uzerinde kalir (60). Sinyal dizisi uzaklastiriimis N-terminal PON1 mutantinin
HDL’ye baglanamadigi gortlmustir (64). Bu ¢alismalar sonucunda PON7T’in
HDL’ye N-terminal hidrofobik sinyal dizisi Gzerinden bagdlandigi gosterilmistir.
PON17’in U¢ boyutlu kristal yapisi ortaya konduktan sonra HDL ile olan iligkisi
daha iyi aciklanmistir. N-terminal sinyal dizisinin sekonder yapisi butin
bdlgenin transmembran heliks yapisi ile uyumlu oldugu gosterilmistir. N-
terminalin ¢gogu tersiyer yapida goérinmezken hidrofilik kismi heliks olusturur.
N-terminal helikse bitigik olan ikinci heliksin hidrofobik kalintisi sivi ortama
yonlendirilmistir. Bu bolgeler PON7T’in membranlara ve lipoproteinlere
baglanmasini saglayan hidrofobik bdlgeleri olusturur. HDL’ye baglanma
bdlgesi membran baglayan proteinler olarak bilinen triptofan ve tirozinden
(aromatik kusak) zengindir (Sekil 2.10) (19).

N-terminal PON1 mutantlari vahsi tipten daha diusik Km ve Vmax’a
sahip olmalari nedeniyle lipofilik substratlara daha dusuk afinite gosterirler
(64). PON1 substratlari genellikle hidrofobik yapidadir. Bu nedenle PON7T’in
enzimatik aktivitesi igin HDL veya fosfolipidlere baglanmasi oldukga
onemlidir. Ug boyutlu yapisindan da anlagilacagi gibi PON1’in HDL'ye
baglanmasi ile aktif bolgesi modifiye olur. Cunkli HDL’ye tutunma bdlgesi

aktif bolgenin icinde yer alir.
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Sekil 2.10. PON7T’in HDL ylzeyine baglanmasi.

(a) PON7’in U¢ boyutlu yapisi ve hidrofobik ylzeyleri. N terminal kalintilar
H1'de yer almaktadir. Yesil olarak gosterilen bolgeler hidrofobik kalintilardir
(I6sin, fenilalanin, prolin, izol@sin, tirozin, triptofan ve valin) ve >20 A% den
bdyUk bir alan olustururlar. (b) Sari olarak goésterilen hidrofobik kalintilar
HDL’ye baglanmada gorev alir. Tyr185, Phe186, Tyr190, Trp194, Trp202
(heliks H2) ve Lys21 (heliks H1) yan zincirleri HDL’nin hidrofobik bolgesinin i¢
kismina baglanan bdlgelerdir. H71'in I6sin ve fenilalanin hidrofobik yan
zincirleri apolar bolgede yer alir. Aktif bolge ve selektiviteyi saglayan kalintilar
mavi renk ile ve glikozilasyon boélgeleri (Asn253 ve Asn324) kirmizi renk ile

gosterilmistir.

2.11. PON1 ve LDL

2.11.1. PON71’in LDL ile iligkisi

PON1 serumda HDL ile tasinmaktadir. LDL ile kompleks
olusturamazlar (44). In vitro ortamda PON1 apoAl, apoAll veya apoE iceren
HDL ve protein icermeyen serbest fosfolipid migelleri ile birliktedir (61,64,66).
Bu nedenle ApoAl fosfolipid iceren veziklllerde tasinim igin gerekli degildir.
Bu da HDL eksikligi sendromlarinda PON1 varhigini aciklamaktadir (64,65).
ApoAl knockout farelerdeki serum PON1 aktivitesi vahsi tiplere oranla daha
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az stabildir (65). In vitro galismalarda PON1 aktivitesinin fosfolipid migellerle
kompleks olusturdugunda protein igeren vezikullerle kompleks olusturmasina
oranla daha hizli aktivitesini kaybettigi gosterilmisti. PON1’in  apoAl
varliginda fosfolipidlere baglanmasi sonucunda aktivitesi artmaktadir
(61,64,66).

PON17’in lipoproteinlere baglanmasi i¢in apoAl’e ihtiyag duymamasina
ragmen apoAl'in varligi enzimin optimum aktivitesi ve stabilitesi igin
gereklidir. Serbest kolesterolin HDL'ye tasinmasi ile hlcrelerden salinan
PON1 aktivitesi belirgin olarak azalir (61). Serbest kolesterol HDL nin dis lipid
tabakasina yerlesir ve lipoproteinin fonksiyonunu ters yonde etkiler.
HDL2_kolesterol/serbest kolesterol orani diabetik hastalarda belirgin olarak
azalir (98). Sonug olarak diabetik hastalarin HDL'’si optimum PON1 aktivitesi

ve stabilitesi i¢cin uygunsuz bir ortam olusturur.

2.11.2. PON?’in Okside LDL ile Etkilegimi:

HDL ile tasinan PON1, LDL'yi oksidasyondan korur. PON1
inhibitorlerinin ortama verilmesiyle, LDL oksidasyonunun artmasi, hem PON1
inaktivasyonuna hem de HDL lipidlerinin lipid peroksidasyonu olusumuna
katilmasina baghdir (99).

In vivo serum PON1’in baglica gorevi HDL'yi oksidatif hasarin zararli
etkilerinden korumaktir. Yapilan bir ¢ok calisma PON7in sadece LDL
oksidasyonunu degil, ayni zamanda HDL oksidasyonunu da onledigini
goOstermigtir. Bu etki PON1’in lipoprotein-aracili peroksitleri hidroliz edebilme
Ozelligine baghdir. PON paraoksanda bulunan O ve P arasindaki ester bagini
hidroliz edebilen bir esterazdir. Benzer ester bagi lipoprotein kaynakl
fosfolipid peroksitlerinde ve kolesterol ester peroksitlerinde de bulunur.
Okside lipoproteinlerde benzer bir kimyasal yapi PON1 i¢in fizyolojik substrat
olabilir. Okside HDL'ler Uzerine PON1 etkisinden sonra, yag asidi
hidroperoksitlerinin birikimi azalir, bu Granler hizla metabolize olurken, PON1
esteraz aktivitesi azalmamistir.

PON1, lipoprotein  kaynakh  peroksitlerin  (kolesteril linoleat

hidroperoksitleri) yanisira hidrojen peroksiti (H202) de hidroliz eder.

28



Aterogenez sirasinda endotel hicreleri tarafindan udretilen baslica reaktif
oksijen tird (ROS) H»0,'dir ve oksidatif stres altinda LDL oksidasyonuna
neden olarak subendotelyuma gecer. PON1'in H20,'i (peroksitlerle beraber)
hidrolize etmesi, aterosklerozda rol alan potent oksidanlarin yok edilmesinde
onemlidir. PON1, HDL fonksiyonlari Uzerinde koruyucu etkiye sahiptir. Bu etki
PON7T’in peroksidaz benzeri aktivitesiyle ve HDL'nin antiaterojenik
Ozelliklerine katilmasiyla agiklanabilir (100).

N-terminalindeki hidrofobik sinyal peptidin, PON7’in, HDL ile
birlesmesindeki potansiyel roli ve oksidatif ve inflamatuar hasar bolgelerine
transferi sekil 2.11’de detayli olarak gosterilmistir (68).

PON1 ekspresyonu ve biyolojik fonksiyonlari HDL ile iligkili diger
proteinler tarafindan etkilenebilmektedir. Ornegin, PON1 ancak HDL
tarafindan tasindiktan sonra, endojen substrati ile etkilesebilir ve biyolojik
Ozelliklerini gosterebilir. Bu yuzden, PON1 ve HDL arasindaki iligkinin
anlasiimasi, katalitik bilesenlerinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir. Diger
apoproteinler PON1 ve HDL iligkisine katilabilir. ilging bir sekilde, noniyonik
deterjanlarin varliginda PON1 ve apoproteinler saflastirlamamaktadir. Bu
bulgulara ilaveten, enzimi apo Al'den ayirmak icin noniyonik deterjanlar

kullanmak gerekmektedir.

29



= A Interstitivm
= SMC S B
PON1 De-peroxidized A
Ox-LDL ——- lipoprotein

EC, endothelial cell;
SMC, smooth muscle cell;
MF, macrophage;

ECM, extracellular matrix;
Ox-LDL, oxidised LDL

Hepatocyte Plasma Membrane

Sekil 2.11. PON1 salinimi, HDL ile iligkisi ve lipid hasarinin oldugu bdlgelere
tasinmasi. (1) HDL hicre ylzeyine gegici olarak bir reseptér araciligiyla
baglanir. (2) PON1 hicre membranina hidrofobik N-terminal bdlgesi ile
asilarak HDL'ye tasinir ve burada apoAl ile stabilize edilir. (3) PON1
intravaskuler bosluga HDL ile birlikte girer. (4) PON1 kolesterolin endotelyal
veya duz kas hucreleri tarafindan reseptér aracili alinmasi sirasinda plazma
membranlarinda yer alan fosfolipidlere tasinabilir. (5) Bu sayede PON1
interstisyuma gecgerek LDL birikimi ve oksidatif hasarin olustugu bdlgelere

ulagir ve buralarda antioksidan etkilerini gosterebilir (64).

2.12. PON1 ve Ateroskleroz

PON17’in HDL Gzerinde yer aldigi, lipid metabolizmasinda nemli bir rol
oynadigi ve ateroskleroz gelisimine karsi koruyucu oldugu Mackness ve ark.
tarafindan gdsterilmistir. Son 10 yil igerisinde PON17’in vaskuler dokulari
oksidatif hasardan koruyucu etkisini gosteren bircok calisma yapilmistir.
insan serum PON1 aktivitesi kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda bir iligki
bulunmaktadir (101,102).  Aterosklerotik, hiperkolesterolemik ve diabetik
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hastalarda PON1 aktiviteleri distk bulunmustur (50,103-106). PON1
aktivitesi ayni zamanda aterosklerotik apolipoprotein E eksikligi bulunan fare
ve proaterojenik dietle beslenen tavsanlarda dusuk bulunmustur (80,107).
Klinik galigsmalar PON1 polimorfizmi ile kardiyovaskuler hastaliklar arasinda
bir iliski olabilecegini godstermektedir (31,41,108-113). Kardiyovaskuler
hastaliklar acgisindan risk faktori olarak degerlendirildiginde PON1
konsantrasyonu ve aktivitesinin genotipe oranla daha iyi bir gosterge oldugu
bildirilmigtir (33,101). PON17’in aterosklerozdaki rolinu go&sterebilmek igin
PON1 asir eksprese eden ve hi¢ eksprese etmeyen fare modelleri
kullaniimistir (114-116). PON1 knock-out farelerde c¢ok hizli bir sekilde
ateroskleroz gelistigi gozlenirken asiri PON1 ekspresyonu yapan farelerde
mevcut aterosklerotik lezyonlarin kiguldugu gozlenmistir.

PONZ2 gen polimorfizmleri ile koroner kalp hastaliklari arasinda iligkiyi
gOsteren ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bu galismalardan birinde PON2
Ser311 polimorfizmi ile KAH iligkili oldugu gosterilmigtir (44,117).

inflamasyon ateroskleroz gelisiminde 6nemlidir. Akut faz yaniti
ateroskleroz ve HDL molekulindeki degisimlerle iligkilidir. Serbest kolesterol,
serum amiloid A (SAA) ve apodJ artar; kolesterol, apoAl, LCAT, CETP ve
hepatik lipaz azalir. HDL’nin ters kolesterol tagsinimi ve LDL'’yi oksidasyondan
koruyucu etkisi kaybolur. HDL proteinindeki bu inflamatuar degisimler hepatik
MRNA Uzerinden gergeklestiriimektedir (56). Hamsterlar Gzerinde yapilan bir
calismada lipopolisakkarit, TNF (timor nekroz faktor) ve IL-1’in (interldkin-1)
digaridan verilmesi sonucunda hepatik mMRNA seviyelerinde ve PON1
aktivitesinde azalma olmustur. Bu sonuglar 1siginda PON1’in negatif akut faz
yanit proteini olabilecegi dustnulmektedir. =162 promotor polimorfizmindeki
gen dizisi IL-6 yanit element ile benzerlik gostermektedir (17). Bu bdlgenin
PON1 ekspresyonunun IL-6 ile duzenlenmesindeki roli mutlaka
incelenmelidir. Sonu¢ olarak aterosklerotik sure¢ boyunca olusan
proinflamatuar sitokinler PON1 dretimindeki etkileri ile hastaliklarin

gelisiminde etkili olabilirler.
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2.13. Homosistein Metabolizmasinda PON1‘in Rolu

Hiperhomosisteinemi koroner kalp hastaligi gelisiminde bir risk
faktoradur (118). Homosistein methionin oraninin yuksek oldugu durumlarda
homosistein thiolakton dretilir. Homosistein thiolakton hucrelerde ve
plazmada protein hasarina neden olur. Homosistein thiolakton ve LDL
arasindaki etkilesim LDL’nin birikimine neden olur ve makrofajlar tarafindan
alimi artar (61). Serum homosistein thiolakton aktivitesi PON1 ile iligkili
olabilir. Lipid peroksitlerin yikkimina ek olarak PON1 aktivitesinin
aterosklerozun énlenmesinde multifonksiyonel katalitik 6zelliklerinin oldugunu
gosterir. Hiperhomosisteinemide lipid peroksitlere benzer sekilde PON1’in
hepatik sentezi ve sekresyonu azalir (61). Sonu¢ olarak ortamda ¢ok fazla

miktarda PON1 substrati bulunmasi PON1 sentezini ve aktivitesini azaltabilir.

2.14. PON Salinimini Etkileyen Faktorler

In vitro deneyler PON7Tin LDL lipid peroksidasyonunu inhibe
edebilecegini ve LDL turevi okside fosfolipidleri inaktive edebilecegi
gOsterilmistir. Bu durum aterosklerozun baslangicinda rol alan okside
lipidlerin serumdaki igerigini potansiyel olarak azaltabilir.

Aterosklerozun bati dinyasinda olumlerin yaklasik %50’sine neden
olmasi, ayrica organofosfatlarin ¢cevresel bir risk faktoru olarak bulunmasi ve
glnimuz toplumumuzda terdrist saldirilarda organofosfatlarin kullaniliyor
olmasi PON1 enziminin dnemini gittikce artirmaktadir. Bu baglamda, PON1
enzimi hem OP zehirlenmesi hem de ateroskleroz gelisimine kargi potansiyel

terapdétik bir ajan olarak kullanilabilir.

2.14.1. Cevresel Bilesikler

PON1 organofosfat zehirlenmesine karsi hayvanlari koruyabilir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar, c¢evresel toksinlere maruz kalmig Kkisilerin
serum PON1 aktivitelerinde bir disis oldugunu goéstermistir (119-121). Bu
calismalardan birisinde, OP zehirlenmesine maruz kalmis 28 hastadaki
PON1 aktivitesi kontrole gore daha dusuk olarak bulunmustur, ancak

zehirlenmeden 6 ay sonra, 8 hastanin aktivite dizeyinin normale déndugu
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saptanmistir. Bu durum, PON1 inhibisyonunun geri doéntsumll olarak
gerceklestigini gostermektedir (119).

PON1 aktivitesi batunuyle kalsiyuma bagmlidir ve EDTA PON
aktivitesini geri donugsimsuz olarak inhibe eder. Diger katyonlarin da PON
aktivitesi Uzerine inhibitor etkileri bulunmaktadir. Civa, lantan, bakir, ¢inko ve
baryum insan karacigerinde PON1 aktivitesini inhibe etmektedir (122). Q192
polimorfizmi bulunan bireylerde yapilan ¢galismada mangan, kobalt, kursun ve
nikelin de inhibitor etkileri oldugu gosterilmigtir (123). Civa ve bakirin inhibitor
etkisini 285. pozisyondaki sistein aminoasiti Uzerindeki serbest thiol grubuna
baglanarak yaptigi dusunilmektedir (122,123).

Klorlu su dezenfeksiyonunda yan Urun olarak olusan ve
hepatokarsinojenik etkileri olan dikloroasetik aside maruz birakilan farelerin
karacigerlerinde PON1 mRNA duzeylerinin 50% azaldigi gézlenmigtir (124).
Hepatotoksik ajan olan karbon tetraklorid’in farelere uygulanmasi sonucu
hepatik PON duzeyleri >80% azalmistir (125).

5 yildan uzun sure iyonizan radyasyona maruz kalan radyologlarda
paraoksonaz ve arilesteraz duzeylerinin azaldigi gézlenmistir (19). Yapilan
diger bir calismada ise, radyasyona maruz kalan iscilerin PON1 aktivitesi

kontrol grubuna gore % 30 daha dusuk olarak bulunmustur (120).

2.14.2. llaglar

PON1 ile ilgili ilag calismalarinin blyuk bir ¢odunlugu kolesterol
dusurucu ilaglarla yapilmistir. Statin ve fibratlarla yapilan bu galigsmalarda
birbirinden farkli sonuclar elde edilmigtir. HuUH7 insan hepatoma hucrelerine
in vitro olarak pravastatin, simvastatin ve fluvastatin (10-100 mM) verilmesi
sonucunda PON1 aktivitesi ve PON1 mRNA dizeylerinde 25-50% azalma
meydana gelmigtir. Her iki etki de mevalonat uygulanmasi ile geriye
donmustir (26). Ayni hucrelerde fenofibrik asit (250 mM) verilmesi ile PON1
aktivitesinde %50, mRNA duzeyinde ise 30% artma meydana gelmigstir (26).
Fenofibrik asit PON1 geninin promotor bodlgesini uyarirken statinler tam tersi

etki gosterirler.
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Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise tam tersi etkiler gorulmustur.
Hepatik insan HepG2 hicrelerine simvastatin (1.5-25 mg/ml) verilmesi
sonucunda PON1 promotor aktivitesinde artma olmustur (27). Bir baska
calismada ise atorvastatin (5-50 mM) ve gemfibrozilin (2-80 mM) HDL
bagimli PON aktivitesini artirdigi bulunmustur (126).

insanlarda yapilan calismalarda simvastatin ve diger statinlerin,
gemfibrozil ve fenofibratin serum PON1 aktivitesini artirdigi saptanmigstir
(27,127-129)

Kolinerjik muskarinik antagonist olan atropin insanda PON1 aktivitesini
inhibe etmektedir (130). Aspirin kullananlar arasinda yapilan kohort
calismada PON1 aktivitesi ve konsantrasyonunda belirgin bir artig olmustur
(131). Bu etki aspirinin anti inflamatuar etkisinden kaynaklanabilir, ayrica
aspirin de antioksidan gibi davranabilir (131). Son olarak antiinflamatuar
glukokortikoid deksametazon (1 mM) fare hepatoma hicrelerinde PON1

MRNA dizeyinde 8 kat artisa yol agmistir (132).

2.14.3. Alkol Tiiketimi

Ortalama alkol tliketiminin potansiyel yararlari konusunda birgok
tartisma vardir. Bununla birlikte alkolin koroner arter hastaligi gelisiminde
riski azaltabilecedi yonundeki mekanizmalar ¢ok iyi anlagiimamistir. Van der
Gaag ve ark., (133) gunlik 40 g alkol aliminin PON1 aktivitesini ve kutlesini
artirdigini gostermistir. Kirmizi sarap, bira ve viski arasinda herhangi bir
farkhligin olmamasi, kirmizi saraptaki polifenollerin tek basina bu etkiyi
yapamayacagini dusunduarur. Ortalama alkol alimi serum HDL-kolesterol
dizeyini ve apoAl konsantrasyonunu anlamli sekilde artirir (133,134). Artmis
serum PON1 dizeyi, ortalama alkol alanlarda koroner arter hastaligi riskini

azaltan faktorlerden birisi olabilir.

2.14.4. Sigara
Sigara dumani ekstraktinin PON1 aktivitesini in vitro olarak inhibe
ettigi bilinmektedir (135) ve sigara icmenin enzim aktivitesine in vivo olarak

zarar verebilecegi dusunulmektedir. James ve ark., (136) PON1 serum
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konsantrasyonunun ve aktivitesinin sigara igenlerde igmeyenlere gore
azaldigini goéstermistir. Sigara igenler ile icmeyenler arasinda PON1 aktivitesi
ve serum duzeyi agisindan yapilan c¢alismada PON7T’in sigaradan geri
donusumlu olarak etkilendigi gosterilmistir. Sigaranin bu azaltici etkisi son
yillarda yapilan ¢alismalarla da dogrulanmistir (137-140). ilging olan, alkolle
birlikte sigara icen kisilerde (139) yada dizenli egzersiz yapan (138) kisilerde
PON1 duzeyi hi¢ sigara igcmeyenlerinkiyle benzer bulunmustur bu da bu
faktorlerin sigaranin  PON1 Uzerine olan olumsuz etkisini azalttigini

gOstermigtir.

2.14.5. Diyet

Hem tavsan hem de transgenik fare modellerinde, proaterogenik diyet
HDL-kolestroldeki azalmayla iliskili olarak PON1 aktivitesinde anlamli bir
disuse neden olur (107,141-143). Trans-doymamis yag igerigi yluksek olan
diyetler PON1 aktivitesini azaltabilir ancak zeytin yagindaki oleik asit PON1
aktivite artigina neden olur (144,145). Okside yad orani yuksek olan
besinlerle beslenen saglikh kisilerde PON1 aktivitesinde anlamli bir dusis
g6zlenmistir. Bu durum PON17’in okside lipidler ve okside LDL tarafindan
inaktive oldugunu gosteren in vitro galigmalarla uyumludur (146).

PON1 oksidasyon ile inaktive olmaya oldukga duyarhdir. PON1
aktivitesinin in vitro olarak antioksidan polifenollerden quercetin ve glabridin
tarafindan korunmasi diyetle alinan antioksidanlarin da in vivo kosullarda
benzer bir rol oynayacagini gosterir (146). Polifenoller ve diger
antioksidanlardan zengin nar suyunun tuketimi hem insanda hemde apoE
knockout farelerde PON1 aktivitesini % 20 artirmigtir (147). Benzer olarak
quercetin veya kirmizi sarap ile beslenen farelerde etanolle beslenenlere
oranla sirasiyla % 113 ve %75 artig gorulmustur (148). Son zamanlarda
yapilan ¢aligsmalar diyetle alinan polifenollerin PON1 gen ekspresyonunu da
etkileyebilecegini gostermistir (149). Quercetin ve naringenin  HuH-7
hicrelerinde  PON1 promotor aktivitesini uyarmaktadir. Quercetin ve
naringenin aril hidrokarbon reseptort (AhR) igin ligand gibi davranir. AhR’Un

asiri ekspresyonu, polifenoller tarafindan PON1 geninin induksiyonunu artirir.
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Aril hidrokarbon reseptérinin, 6zellikle PON1 promotorundaki ksenobiyotik
yanit elementinin (XRE) baglandi§i benzer dizilere baglanmasi, polifenollerce
induklenen PON1 gen ekspresyonu igin gerekli bir mekanizmadir.

A.B.D.’nde 189 beyaz erkek Uzerinde yapilan bir calismada dietle ve
ilaglarla alinan C ve E vitaminleri ile PON1 aktivitesi arasinda korelasyon
oldugu gdsterilmistir (127).

istah ve enerii tiiketimini diizenleyen bir hormon olan leptinin ratlara
enjekte edilmesi sonucunda PON1 aktivitesinde anlamh bir azalma ve

oksidatif streste artis saptanmistir (150).

2.14.6. PON1 ve Yaslanma

PON1 aktivitesinin belirlenmesinde yas onemli bir faktordir. Yapilan
calismalarda karaciger PON1 aktivitesi dogumda oldukg¢a dusuk iken dogum
sonrasinda artmaya baslar, 6 ve 15. ay arasinda sabit kalir (151-155).
Paraoksonaz aktivitesi, yeni doganlarda ve prematlire bebeklerde
yetiskindekinin yaklasik yarisi kadardir. Prematur bebeklerde term bebeklere
oranla %24 daha dusuk aktivite saptanmistir (155). Dogumdan yaklagik bir
yil sonra erigkindeki dizeyine ulasir ve hayat boyu degismeden devam eder
(36). PON1 aktivitesi fetusda daha da dusuktur. Gelisim sirecinde dusuk
PON1 aktivitesine sahip olanlar organik fosforlu insektisidlere bagl
zehirlenmelerden daha fazla etkilenirler, burada PON1’in koruyucu etkisi
oldugu unutulmamalidir (2,152,156).

PON1 aktivitesi erigkin donemde sabit kalir. Farelerde yapilan
calismalarda 3 ve 24 aylik farelerin plazma ve karaciger PON1 aktivitelerinde
bir fark bulunamamistir (156). Yaslanmayla birlikte PON1 aktivitesinde dusus
oldugunu go6steren bircok calisma vardir (157-160). Bu durum yash
hastalarda HDL’nin oksidasyona duyarliligindaki artis ile iligkilidir (158).
PON1 Q192R polimorfizmi yasa bagli gézlenen aktivite kaybinda énemli bir
rol oynar. QQ homozigotlar yasla birlikte aktivitede daha buyuk bir kayip
gosterirler (160). PON1 192Q daha ileri yaslarda agida ¢ikarken, ¢ok genis

bir gen bdlgesiyle yapilan bir calisma R alelinin populasyonun geneliyle
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kargilastirnldiginda ileri yaglardaki bireylerde daha yaygin oldugu
gOsterilmistir (159,161).

PON1 aktivitesindeki azalma yaslanmaya baglh artan oksidatif hasarin
sonucu olabilir ve yaslanmayla artan siklikta gorilen aterosklerozun nedeni

olabilir.

2.14.7. PON1 ve Cinsiyet

Farelerde yapilan calismalarda disi farelerin PON1 aktivitesinin
erkeklere oranla %14-26 daha vyuksek oldugu gosterilmistir. Erkek
hayvanlarda gonadektomi sonrasinda PON1 aktivitesinde artis olurken
digilerde béyle bir etki gorilmemistir (162). insanlarda genetik farkliliklardan
dolayi cinsiyetin PON1 aktivitesi Uzerine etkisini saptamak olduk¢a zordur.
Fakat yapilan bir ka¢ calismada kadinlarda ortalama PON1 aktivitesinin

erkeklere oranla biraz daha yuksek oldugu gosterilmistir.

2.14.8. Fizyolojik kosullarda PON1 aktivitesi

PON1 aktivitesi gesitli fizyolojik kosullarda degisebilmektedir.
Hamilelikte hem insanlarda hem hayvanlarda PON1 aktivitesi azalir (163).
Egzersiz PON1 aktivitesi dusuk olan sigara igenlerde PON1 aktivitesini %14
artirarak sigara icmeyenlerin seviyesine yukseltir (138). Baska bir ¢galismada
ise egzersiz ile PON1 aktivitesi arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir
(137).

2.15. Cesitli Hastaliklarda PON

2.15.1. Diabetes Mellitus

Bir cok galismada tip | ve Il diabetli hastalarda serum PON7T’in azaldigi
gosterilmigtir (105,106,164-167). Bunun tam aksini gOsteren galigmalar da
yapilmigtir (168,169). Boemi ve ark. (105) PON1 aktivitesinin azalarak
antioksidan kapasitenin azalmasina ve sonug olarak diabetlilerde oksidatif
hasara neden oldugunu gostermislerdir. Aktivite Uzerindeki bu etki genotipten
bagimsiz olarak gergeklesmektedir (105,106,166,167). Buna ragmen
PON155L diabet komplikasyonlarindan biri olan retinopati ile birliktelik
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gOstermektedir (164,170,171). PON192R ile diabetli hastalarda koroner kalp
hastaligi gorulmesi arasinda iliski bulunmaktadir (106,172,173). L55M
polimorfizmi ile bozulmus glukoz toleransi ve B hucre fonksiyonu ve artmig
insulin direnci arasinda iligki bulunmustur (174-176). Diabetli hastalarda
PON1 aktivitesinin azalmasinin mekanizmasi tam olarak anlasilamamasina
ragmen kan glukoz konsantrasyonunun artmasina baglh oldugu
dusunulmektedir. Glikasyon sonucunda PON1 inaktive olur ve HDL'deki lipid
peroksidasyonu artar (177,178). Glikasyona ugrayan HDL’nin oksidasyona
kargl koruyucu rolinde azalma meydana gelir (177). PON1 aktivitesi ve
konsantrasyonu acglik kan glukozu vyukselmis saglkh kigilerde dusuk
bulunmustur. PON1 aktivitesi aglik kan glukozunun yukseldigi ve insulin
direnci ile karakterize metabolik sendromlu hastalarda da dusuk bulunmustur
(179).

2.15.2. Diger Hastaliklar

Oksidatif stres demans gelisiminde bir faktordar. PON1 aktivitesi
vaskuler demans ve Alzheimer hastalijinda azaldigi goésterilmesine ragmen
bunun bir neden mi yoksa artan oksidasyon sonucu mu oldugu tam olarak
actklanamamistir (180,181). PON192R ve PON1- 108T ile vaskuler demans
ve Alzheimer hastaligi arasinda iliski bulunmustur (182,183). Sporadik
idiopatik Parkinson olgularinda PON1 ile metabolize olan c¢evresel
norotoksinlerin yagla birlikte nérodejenerasyondan sorumlu tutulabilecegi ve
B allelin Parkinson hastaligina genetik yatkinhk olusturabilecegi ileri
surtlmagtur (184,185).

Kronik renal yetmezlikte oksidatif strese baghh PON1 aktivitesinde
azalma goézlenmistir (186-189). Yapilan bir galismada PON1 aktivitesinin
bobrek transplantasyonu sonrasinda normale dondugu gosterilmistir.
Ateroskleroz riski bulunan Uremik renal transplanth olgularda dusuk
PON/HDL, PON/apoAl oranlari izlenerek bu olgularda HDL'nin antioksidan
kapasitesinin azaldigi gértlmusttr (184).

Antikardiolipin antikorlari pozitif bulunan bir grup hastada modifiye

LDL’ye karsi otoantikorlarin arttigi, PON1 aktivitesinin belirgin olarak dustugu
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ve arteriyel tromboz gelistirme riski yuksek olan R genotipinin de artma
egiliminde oldugu goérilmustir (186). Sistemik amiloidozda da dusuk PON
aktivitesi bildirilmistir.

Sistemik infeksiyon ve inflamasyonda serum PON1 seviyesi ve
ekspresyonu azalir (56,57). Bu degisiklikler HDL ile birlikte bulunan
apolipoprotein Al, lesitin kolesterol aciltransferaz, kolesterol ester transfer
protein gibi diger proteinlerde de gorulmastir. Sonug¢ olarak HDL’nin
antioksidan etkisi azalir ve ateroskleroz gelisim riski artar. PON7’in
sepsisdeki roll hala arastiriimaktadir.

Karaciger sirozu, kronik hepatit, HDL eksikligi, anksiyete ve Korfez
savagl sendromu gibi birgok hastalikta da PON1 aktivitesinde degisimler
gozlenmigtir (121,125,190-193).

2.16. Olgiim Yontemleri

Organofosfat bilesiklerinden parationun (parathion) aktif katabolik
metaboliti olan paraokson (o,0-dietil-o-p-nitrofenil fosfat), enzime adini verdigi
gibi, aktivite tayininde de en c¢ok kullanilan substratlardan birisidir. (Sekil
2.12)

Paraoksonaz aktivite dlgumlerine ait metodlar Eckerson (194), Furlong
(151) ve Smolen (195) tarafindan gelistiriimigtir. Paraoksonaz enzim aktivitesi
Olciminde, substrat olarak paraokson gibi organofosfatlarin enzimatik
hidrolizi sonucu olusan 4-nitrofenolin spektrofotometrik olgimi esas
alinmaktadir. Arilesteraz dlgimunde ise substrat olarak paraokson yerine
fenil asetat kullaniimakta ve olusan fenol dlgliimektedir.

Eckerson ve ark. (194) paraoksonaz aktivitesi olgiimlerinde Krisch
(196)'den modifiye ettikleri bir metod uygulamiglardir. Bu metodda 1 mmol/L
paraokson ve 1 mmol/L CaCl, iceren pH si 10.5 olan 0.05 mol/L glisin
tamponu kullanilarak bazal aktivite ve ayni solisyona 1 mol/L NaCl ilavesi ile
NaCl ile stimile edilen paraoksonaz aktivitesi 25 °C’de 412 nm dalga
boyunda olgumlerle tespit edilmigtir. Krisch (196) ise dlgimlerinde 0.15 mol/L
NaCl igeren glisin tamponu kullanmistir. Zech ve Zurcher (197) pH si 7.2 olan

trietanolamin tamponu kullanarak paraoksonaz o&lgumlerini yapmislardir.
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Juretic ve ark. (1) ise paraoksonaz aktivite olgimlerinde glisin tamponu
yerine pH si1 8 olan Tris-HCI tamponu kullanmislardir. Farkli literatlrlerde
sunulan metodoloji farkh oldugu igin Olgim sonuglarinin guvenilirligi

azalmaktadir. Paraoksonaz enzim aktivitesi -20°C’de 1 yil stabildir.

O
HzC— HgC—-O\ I

Q
HyC—HoC—0
P— —NO, PON1 T8 2 N OHQ
HaC—HQC—O/ 3 HaC—HEC—O/P OH + NOo
paraokson dietil fosfat p-nitrofenol
b
/AR I PO
—O—C~CI-§ —_—> —CH + G000
Fenil asetat Fenol Asetat

Sekil 2.12. Paraoksonaz aktivite tayininde kullanilan substratlar.

Aromatik karboksilik asit esterlerinden fenil asetat, enzimin arilesteraz
aktivitesinin tayininde siklkla kullaniimaktadir (Sekil 2.12b). EDTA varliginda,
plazma ve karacier dokusu PON-1 aktivitesinin inhibe oldugu
bildirilmektedir. Bu nedenle aktivite tayini heparinli plazmada ve tercihen
serumda yapillmaktadir. Plazma ve karaciger PON1 aktivitesi, p-
hidroksimerkuri benzoat veya civa varliginda nonkompetitif olarak inhibe
olmaktadir (198).

Bizim calismamizda PON1 ve arilesteraz aktivite élgimlerinde yari
otomatize microplate yontemi kullaniimigtir. Bu yontem sayesinde ¢ok sayida
ornegdi kisa bir sturede 6lgmek mumkundir. Klasik ydontemde her bir 6érnegin
paraoksonaz aktivitesini manuel olarak 06lgmek ortalama 25-30 dk
surmektedir. Bu nedenle ornek sayisi arttikga calisma suresi ve hata yapma
olasiligi artacaktir. Tam otomatize sistemlerde (Cobas Mira) bu sorun

ortadan kaldirnlmigtir. Fakat kullanilan substratin (paraokson) oldukga toksik
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olmasi ve cihazin temizlenmesi icin kullanilan 2M NaOH’in koroziv etkisinden
dolayl zamanla cihazin aparatlarinda asinmalar meydana gelir. Sonug olarak
cihazda sadece PON1 calismak zorunda kalinz. Yari otomatize
(semiautomated) sistemler de ise microplate’de 96 o6rnek ortalama 20-30 dk
icerisinde ayni anda calisiimaktadir. Klasik yontemle yari otomatize metod
arasinda sonuglar acisindan belirgin bir farklihk olmadigi goéraimustir (199).
Yari otomatize microtiter metodu ¢ok sayida drnekte (120 drnek/saat)
PON1 aktivitesinin calisiimasi igin oldukg¢a guvenilir bir yontemdir. Ayrica

Cobas Mira gibi otomatik analizérlerden daha ucuz bir yéntemdir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Galisma Grubu:

Calismada 3 farkli yas araligina gore gruplar olusturuldu. Geng eriskin
grubu 20-44 yas arasi (ortalama yas = 30.12 £ 6.6) 49 saglikh kisiden, eriskin
grubu 45-64 yas arasi (ortalama yas = 52 £ 5.6) 25 saglikl kisiden, yash
grubu ise 65 yas Uzeri (ortalama yas = 78.94 + 6.2) 113 kisiden olusturuldu.
Kisilerin kan orneklerini alabilmek igin Gulhane Askeri Tip Akademisi Etik
Kurulunun 24/02/2006 tarih ve 55 sayili onayir alinmigtir. Kan o&rnekleri
alinmadan once gonullulere rniza belgesi okutularak imzalatilmistir. Yasli
grubu icin Emekli Sandigr’'ndan 6zel izin alinarak Ankara 75.y1l Huzurevinde
kalan sakinlerden, diger yas gruplari icin Gulhane Askeri Tip Akademisi kan

alim merkezine basvuran saglikl kisilerden kan érnekleri alinmigtir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler
Phenyl acetate, 4-Nitrophenyl acetate, Eserine, Paraoxon-ethyl, tris-

HCL, kalsiyum klortr, sodyum klorlr, Sigma’dan temin edildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

12 saat agliktan sonra Kkisilerden serum analizleri (glukoz, total
kolesterol, HDL-K, LDL-K, VLDL-K ve ftrigliserit) ve PON1 ile ARE dlzeyleri
cahgilmak Uzere kan ornekleri alindi. Serum analizleri igin alinan kan
ornekleri herhangi bir materyal icermeyen duz biyokimya tuplerine alindi.
Biyokimya tuplerine alinan kanlar 30 dakika bekletildikten sonra 1800 xg’'de
10 dakika santrifij edilerek serumlari ayrildi. Serumlar iki kisma bdlinerek;
birinci kisim serumlar bekletimeden biyokimyasal parametreler c¢alisildi.
Diger serumlar ise PON1 ve ARE aktiviteleri galisiimak lzere —80°C’'de
saklandi. Serumlar alindiktan sonra bir ay icinde paraoksonaz aktivitesi ve

fenotip tayinleri yapildi.
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3.2.2. Paraoksonaz Aktivite Ol¢iimii

PON1 aktivitesi substrat olarak kullanilan paraoksonun (O,O-diethyl-
O-p-nitrophenyl phosphate; Sigma Co, London, UK.) enzimatik olarak
hidrolizi sonucu olusan 4-nitrofenolun, ELISA okuyucuda 405 nm’de

spektrofotometrik olarak dlgumu ile belirlenmistir (199).

3.2.2.1. Kullanilan Gozeltiler

Paraokson stok ¢ozeltisi

0,1 M paraokson c¢ozeltisi metanolde hazirlandi ve -20°C’de derin
dondurucuda saklandi.

MA: 275 d: 1,2703 g/L %90

Tris-HCL tampon ¢ozeltisi

0,1 M tris-HCL g¢ozeltisi hazirlandi, pH’si 37°C’de konsantre HCL ile
8’e ayarlandi ve buzdolabinda saklandi.

Stok kalsiyum kloriir ¢ozeltisi

0,1 M Stok kalsiyum klorur ¢ozeltisi 0,1 M, pH:8 Tris-HCL ¢ozeltisinde
hazirlandi, buzdolabinda saklandi.

Stok sodyum kloriir ¢ozeltisi

Stok 5 M sodyum Kklorur ¢ozeltisi 0,1 M, pH:8 Tris-HCL ¢ozeltisinde
hazirlandi, buzdolabinda saklandi.

5x10°° M p-nitrofenol ¢ozeltisi

5x10° M p-nitrofenol c¢ozeltisi 0,1 M, pH:8 Tris-HCL c¢ozeltisinde
hazirlandi. Bu ¢ozelti paraoksonaz aktivitesi igin molar ekstinksiyon

katsayisini belirlemede kullanildi.

3.2.2.2. Molar Ekstinksiyon Katsayisinin Hesaplanmasi

2 mM kalsiyum kloriir ve 5x10° M p-nitrofenol igeren reaksiyon
¢ozeltisi 0,1 M, pH:8 Tris-HCL tampon c¢ozeltisinde hazirlandi. ELISA
okuyucuda 405 nm’de 25°C’de 2mM kalsiyum klorir iceren 0,1 M, pH:8 Tris-
HCL c¢o6zeltisinden olusan kore karsi absorbans okundu. A=E x C x | formulG
kullanilarak paraoksonaz aktivitesi i¢cin molar ekstinksiyon katsayisi

hesaplandi. Bu formulde;
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A=Absorbans

E=Molar ekstinksiyon katsayisi

C=Madde molar konsantrasyonu

I=Isik yolu

Paraoksonaz aktivitesi hesaplanmasinda kullanilan molar ekstinksiyon
katsayisi E=17120 M™" cm™ olarak bulundu.

3.2.2.3. Deneyin Yapiligi

2 mM paraokson, 2 mM kalsiyum klorur iceren 0,1 M, pH:8 Tris-HCL
¢Ozeltisi gunluk taze olarak hazirlandi. Hazirlanan bu reaksiyon ¢ozeltisi
25°C sicakh@indaki su banyosunda bekletildi. Microplate Uzerindeki
kuyucuklara 10 ul serum alinarak tzerine 200 ul reaksiyon ¢ozeltisi eklenip
karigtirilarak ELISA okuyucuda 405 nm’'de 25°C’de 1’er dakika araliklarla 5
dakika sureyle kore karsi absorbans degerleri kaydedildi. Kér 2 mM kalsiyum
kKlorir iceren 0,1 M, pH:8 Tris-HCL cozeltisidir. Olgim tekniginden
kaynaklanabilecek hatalari 6nlemek icin her serum iki kez olgulerek ortalama
absorbans degeri alindi. Paraoksonaz aktivitesi asagidaki formdalle

hesaplandi.

(AA/dK) x a
V= ———x10°
Exbxd

Bu formulde;

a: Test sollisyonunun toplam hacmi (mikrolitre)

b: Test solusyonundaki serum miktari (mikrolitre)

d: Spektrofotometredeki 1sik yolu (santimetre)

E: Molar ekstinksiyon katsayisi

AA/dk: 1 dakikadaki ortalama absorbans artis degeri

V: Enzim aktivitesi (umol/dk/ml serum)
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Bir Unite (U) paraoksonaz aktivitesi dakikada olusan 1 nmol p-
nitrofenole esittir ve aktivite genellikle ml serum basina tGnite (U/ml) cinsinden

ifade edilir.

3.2.3. Paraoksonaz + Sodyum Kiloriir Aktivitesi Olgiimii

2 mM paraokson, 2 mM kalsiyum klorar ve 1 M sodyum klorlr igeren
0,1 M, pH:8 Tris-HCL ¢ozeltisi gunluk taze olarak hazirlandi. Hazirlanan bu
reaksiyon ¢ozeltisi 25°C sicakligindaki su banyosunda bekletildi. Microplate
uzerine 10 pl serum alinarak Uzerine 200 ul reaksiyon c¢ozeltisi eklenip
karistirilarak ELISA okuyucuda 405 nm’'de 25°C’de 1’er dakika araliklarla 5
dakika sureyle kore karsi absorbans degerleri kaydedildi. Kor 2 mM kalsiyum
klorir ve 1 M sodyum klorir igeren 0,1 M, pH:8 Tris-HCL ¢ozeltisidir. Olgiim
tekniginden kaynaklanabilecek hatalari onlemek i¢in her serum iki kez
Olcllerek ortalama absorbans dederi alindi. Paraoksonaz aktivitesi asagidaki

formulle hesaplandi.

(AA/dK) x a
V= ———x10°
Exbxd

3.2.4. Arilesteraz Aktivitesi Olgiimii

ARE aktivitesi substrat olarak kullanilan fenilasetatin (Sigma Co,
London, UK.) enzimatik olarak hidrolizi sonucu olusan fenolin ELISA
okuyucuda 270 nm’de spektrofotometrik olarak olgimu ile belirlenmistir
(199).

3.2.4.1. Kullanilan Gozeltiler
Stok 0.5 M fenil asetat ¢ozeltisi
MA: 136,14; d:1,08 g/l olan fenil asetat kullanilarak 0,5 M c¢ozelti

etanolde hazirlandi. Derin dondurucuda saklandi.
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Stok 0,1 M kalsiyum kloriir ¢ozeltisi

MA: 147,02 olan kalsiyum klorur kullanilarak 0,1 M ¢ozelti distile su ile
hazirlandi.

20 mM pH: 8 Tris HCL tampon ¢ozeltisi

20 mM Tris distile suda ¢ozlilerek hazirlandi. Su banyosunda 37°C’ye
kadar isitilarak konsantre HCL ile pH’sI 8'e ayarlandi. Kullanilincaya kadar
buzdolabinda saklandi.

7x102 M fenol ¢ozeltisi

Once 7x102 M stok fenol c¢ozeltisi trissHCL tampon c¢ozeltisinde
hazirlandi. Bu ¢ozelti kullanilarak arilesteraz aktivitesi icin molar ekstinksiyon

katsayisini belirlemede kullanilan 5x10* M fenol ¢dzeltisi hazirland.

3.2.4.2. Molar Ekstinksiyon Katsayisinin Hesaplanmasi

0,9 mM kalsiyum kloriir ve 5x10* M fenol iceren reaksiyon ¢ozeltisi 20
mM, pH:8 Tris-HCL tampon ¢o6zeltisinde hazirlandi. ELISA okuyucuda 270
nm’'de 25°C’de 0,9 mM Kkalsiyum kloriir iceren 20 mM, pH:8 Tris-HCL
¢cozeltisinden olusan koére karsi absorbans okundu. A=E x C x | formdlu
kullanilarak arilesteraz aktivitesi icin molar ekstinksiyon katsayisi hesaplandi.
Bu formulde;

A=Absorbans

E=Molar ekstinksiyon katsayisi

C=Madde molar konsantrasyonu

I=Isik yolu

Arilesteraz aktivitesi hesaplanmasinda kullanilan molar ekstinksiyon

katsayisi E=1289 M cm™ olarak bulundu.

3.2.4.3. Deneyin Yapihsgi

Serumlar 1/100 (v/v) oraninda distile su ile dilie edildi. 1 mM fenil
asetat ve 0,9 mM kalsiyum klortr iceren 20 mM pH: 8 Tris-HCL tampon
¢ozeltisi hazirlandi. Reaksiyon c¢ozeltisinin 1sisi su banyosunda surekli
25°C’de tutuldu. Microplate lzerindeki kuyucuklara 10 pl diliile serum alinarak

uzerine 200 pl reaksiyon ¢ozeltisi eklenip karistirilarak ELISA okuyucuda 270
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nm’de, 25°C’de 1’er dakika arayla 5 dakika boyunca kore karsi absorbanslari
Olculdu. Koér 0,9 mM kalsiyum klorlr iceren 20 mM pH: 8 Tris-HCL tampon
cozeltisidir. Olgiim tekniginden kaynaklanabilecek hatalari dnlemek igin her
serum iki kez dlgulerek ortalama absorbans degeri alindi.

Arilesteraz aktivitesi asagidaki formulle hesaplandi.

(AA/dK) x a
V= ———x10°
Exbxd

Bir Unite (U) arilesteraz aktivitesi dakikada hidroliz olan 1 mmol fenil
asetata egittir. Arilesteraz aktivitesi genellikle ml serum basina unite (U/ml)

cinsinden ifade edilir .

3.2.5. Paraoksonaz Fenotip Dagilimi:

Paraoksonaz aktivitesinin fenotip dagilimi, dual substrat metodu ile
saptandi. (194). 1 M NaCl varliginda paraoxonun hidrolizinin (Tuz ile uyarilan
PON aktivitesi), fenilasetatin hidrolizine (arilesteraz aktivitesi) orani 3 olasi
fenotipten (AA, AB ve BB fenotipleri), bireyin ait oldugu fenotipi belirleyecektir
(195). AA fenotipi homozigot dusuk aktivite, AB fenotipi heterozigot aktivite,

BB fenotipi homozigot yuksek aktivite gosterir.

Tuz ile uyarilan PON aktivitesi

Avrilesteraz aktivitesi

Cut-off degerleri:

AA fenotipi icin R < 3.0

AB fenotipii¢cin 7.0 >R > 3.0
BB fenotipi icin R > 7.0
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3.2.6. Diger Laboratuvar Olgiimleri:

Alnan kan ornekleri GATA Merkez Biyokimya Laboratuvar’'inda ayni
gun c¢ahsildi. Total Kolesterol CHOD-PAP enzimatik kolorimetrik metod ile,
trigliserid GPO-PAP enzimatik kolorimetrik metod ile, HDL-Kolesterol
enzimatik inhibisyon testi ile, timd Olympus marka ticari kit kullanilarak,
Olympus AU 2700 otoanalizérde calisildi. LDL_Kolesterol diizeyi, Friedewald
formultne gore (LDL_K= Total_K-(HDL_K+TG/5) otomatik olarak hesaplandi.

3.2.7. istatistiksel Analiz:

istatistiksel degerlendirme SPSS 12.0 (Chi, ILL, USA) paket programi
kullanilarak yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma, frekans, yluzde
olarak verildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda surekli degiskenler igin tek
yonlU varyans analizi testi kullanildi. Alt gruplarin karsilastirmalari Tukey testi
ile yapildi. Nominal (kesitli) degiskenlere ait karsilastirma ki-kare testi ile

yapildi. istatistiksel dnemlilik icin p < 0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada yer alan 187 kisi ( 67 erkek ve 120 kadin) yaslarina gore
3 farkli gruba ayriimistir. Geng erigkin (n=49; 20 < yas < 44 ortalama yas =
30.12 + 6.6), eriskin (n=25; 45 < yas < 64 ortalama yas = 52 + 5.6) ve yash
(n=113; 65 < yas < 95 ortalama yas = 78.94 + 6.2). Gruplar igindeki erkek ve
kadin oranlar sirasiyla grup1’de % 40.8 ve %59.2, grup2'de %36.0 ve
%64.0, grup3’de %33.6 ve %66.4 bulunmustur.

Calismaya katilan bireylerin demografik ve biyokimyasal verileri tablo
4.1’de verilmistir. Vlcut kitle indeksi grup3’de grup2’ye goére anlamli olarak
yuksek tespit edildi (Tablo 4.1; p < 0.05).

Calismaya katilan bireylerin lipid parametreleri, PON ve ARE
aktiviteleri karsilastirildiginda; grup3’'de total kolesterol ve LDL-kolesterol
seviyeleri grup2’ye gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha dusuk
bulunmustur. Gruplar arasinda serum trigliserid, HDL-kolesterol, VLDL-
kolesterol, arilesteraz, bazal ve tuzla uyarilmis paraoksonaz seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamigtir (Tablo 4.1; p > 0.05). Serum
total kolesterol, HDL-kolesterol, paraoksonaz, 1M NaCl ile uyarimis
paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinin yasa bagl degisimleri sekil 4.1-5'de
gOsterilmistir.

Sigara igenlerin orani herbir grupta sirasiyla %32.7, %20 ve %1 olarak
bulunmustur. Glnde igilen sigara adetlerinde grup3'de grup2’ye gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulundu (Tablo 4.1; p < 0.001). Sigara
icenler ile icmeyenlerin lipid parametreleri, paraoksonaz ve arilesteraz
aktiviteleri karsilastirimis ve sonuglar tablo 4.2'de verilmigtir. Buna gore
PON, arilesteraz, LDL-K, HDL-K, Trigliserid seviyeleri arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark bulunamamistir (Tablo 4.2. p>0.05).

Cinsiyetler arasinda yapilan PON aktivitesi kargilastirmasinda erkekler
ile kadinlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p >
0.05).

Ayrica bireylerin rutin testleri de yapilarak yasa bagli degisimler

incelenmistir. Buna gore Grup3’'de yer alan bireylerin serum glukoz seviyesi,
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grup1’e gore istatistiksel olarak anlaml bir yukseklik géstermistir (Tablo 4.1;

p < 0.001).

Tablo 4.1. Gruplarin demografik 6zellikleri, lipid parametreleri, paraoksonaz

ve arilesteraz aktiviteleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Degiskenler

(20-44 yas) (45-64 yas) (65-95 yas)
Erkek, n (%) 20 (40.8) 9 (36.0) 38 (33.6)
Kadin, n (%) 29 (59.2) 16 (64.0) 75 (66.4)
Ortalama yas, yil 30.12 + 6.6 52 £ 5.6 78.94 £ 6.2
VKI, kg/m? 26.2 £ 5.6 247 +£51*  [27.5%5.0*
Sigara igimi, adet/gin 41+72* 22+56 0,1+ 0,9*
Glukoz mg/d| 70,6 +12,1*  83,3+187 91,0 +33,0*
Total_Kolesterol mg/d| 162,9+42,8 [177,3+282* [157,2 +37,3*
HDL_Kolesterol mg/dl 44,9+10,2  459+9,0 45,2 + 11,7
LDL_Kolesterol mg/d| 94,4 +356  [107,8£24,2* (91,4 + 29,6*
VLDL_Kolesterol mg/dl 231+164 236292 20,5+ 9,7
Trigliserid mg/dl 1155+82,1 [117,8+46,1 [101,8 +48,9
Bazal PON1 aktivitesi UL |59 9 + 357 46,4 + 32,0 55,9 + 36,1
PON_NaCl aktivitesi UL~ 11276 +96,1 93,7+73,4  [1058 + 85,8
PON tuzla stimulasyon
orant (%) 130,7 £185,2 [139,2+209,8 (98,4 + 1334
Arilesteraz aktivitesi U/L 42,1 + 33,4 35,7 + 36,8 37,8+ 37,7

* |statistiksel olarak anlamli degisiklik p < 0.05

Degerler ortalama + standard sapma olarak verilmigtir.
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Tablo 4.2. Sigara icen ve igmeyenlerin lipid parametreleri, paraoksonaz ve

arilesteraz aktiviteleri.

Degiskenler Sigara icmeyen (n=165) | Sigara i¢gen (n=22)
PON (U/L) 54,4 + 34,8 65,1 £ 40,3
ARE (U/L) 37,4 £ 36,3 48,0 £ 36,6
Total_Kolesterol mg/dl | 160,4 +38,9 168,2 £ 32,2
HDL_Kolesterol mg/dl | 45,5 + 11,3 43,4+7,6
LDL_Kolesterol mg/dl | 93,4 + 30,6 102,2 + 33,7
VLDL_Kolesterol mg/dl | 21,6 + 11,6 21,7 £ 13,1
Trigliserid mg/dl 107,4 + 58,6 108,5 + 65,2
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Sekil 4.1. Serum total kolesterol seviyelerinin yasa bagl degisimi
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Sekil 4.2. Serum HDL kolesterol seviyelerinin yasa bagl degisimi
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Sekil 4.3. Serum paraoksonaz aktivitesinin yasa bagh degigimi
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Sekil 4.5. 1 M NaCl varliginda paraoksonaz aktivitesinin yasa bagli degisimi
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Sekil 4.6. Farkh yas gruplarinda paraoksonaz, 1 M tuzla uyariimig

paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerinin dagilimi (n1=49, n2=25, n3=113).

PON1 aktivitesi paraokson (paraoksonaz aktivitesi) ve arilesterazin
(arilesteraz  aktivitesi) hidrolizi sonucunda ag¢iga ¢ikan UrlUnlerin
spektrofotometrik olarak olgulmesiyle hesaplanmistir. 1 M NaCl varliginda
paraoksonaz aktivitesinin arilesteraz aktivitesine orani (R) hesaplanarak
bireylerin fenotip tayinleri yapilmistir. Buna goére paraoksonaz aktivitesinin
arilesteraz  aktivitesine orani homozigot A fenotipinde R=1,73+0.46,
heterozigot AB fenotipinde R=4,38+0.82 ve homozigot B fenotipinde ise
R=9,0411.03 olarak tespit edilmistir. Genel olarak tim populasyonda AA, AB
ve BB fenotiplerin gérilme sikligi sirasiyla %40.6, %46.0 ve %13.4 olarak
bulunmustur. Gruplar arasindaki fenotiplerin gorilme sikhgr tablo 4.3'de
verilmigtir. AA, AB ve BB fenotipe sahip bireylerin ortalama yaslari sirasiyla
54.7 £2.5,66.9 £ 2.3 ve 71.8 = 4.1 olarak bulunmustur.
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Fenotipler arasinda paraoksonaz aktiviteleri agisindan istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunamamistir. Buna ragmen arilesteraz aktiviteleri
AA fenotipinde AB ve BB fenotipine oranla daha yuksek bulunmustur
(p<0.001).

Tablo 4.3. Ug farkli PON1 polimorfizminin gruplar arasinda dagilimi

Grup1 (20-44 yas) Grup2 (45-64 yas) Grup3 (66-95 yas)

Fenotip

n (%) n (%) n (%)
AA 23 (46,9) 10 (40,0) 43 (38,1)
AB 20 (40,8) 10 (40,0) 56 (49,6)
BB 6(12,2) 5 (20,0) 14 (12,4)

1 M NaCl varliginda PON aktivitesi

Avrilesteraz aktivitesi
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5. TARTISMA

Yaglanmaya bagli olarak ateroskleroz ve iligkili patolojilerde artig
olmaktadir (80,89). Aterosklerotik patolojilerin baginda kardiyovaskuler
hastaliklar gelir. Yaslanma ile kardiyovaskuler hastaliklarin gorilme insidansi
artmaktadir. Kardiyovaskuler hastaliklar endustrilesmis Ulkelerde baslica
mortalite ve morbidite nedenidir. Kalp ve beyin gibi yasamsal organlari
besleyen damarlarda aterosklerotik lezyonlar sonucu gelisen bu hastaliklar,
2005 yilinda yayinlanan Avrupa kardiyovaskuler hastalik istatistiklerine gore
Avrupa’daki  6limlerin  yaklasik yarisinin  sebebini  olusturmaktadir.
Kardiyovaskuler hastaliklardaki artigin yaglanma ile birlikte artan LDL ve HDL
oksidasyonuna bagli oldugu gesitli calismalarda gosterilmistir (89,93).

HDL'nin anti-aterojenik 6zeliklere sahip oldugu ve ateroskleroz gelisimi
ile ters bir korelasyon godsterdigi uzun yillardir bilinmektedir. Serum total
kolesterol ve duguk yogunluklu lipoprotein duzeylerinin yuksek; buna kargilik
HDL duzeylerinin diguk olmasi, aterosklerotik kalp hastaligi i¢in risk faktoru
olarak degerlendiriimektedir. Framingham c¢alismasi ve diger buyuk olgekli
calismalardan elde edilen bulgular, HDL kolesterolin neden oldugu risk
artisinin, total kolesterol ve LDL kolesterolden bagimsiz oldugunu
goOstermigtir. Baslangigta HDL’nin “ters-kolesterol transportu” sistemindeki
roli Uzerinde yogunlasildi. Ancak HDL’nin aterosklerozdaki koruyucu rold,
ters kolesterol tagimasi ile sinirli degildir. HDL ayni zamanda nitrik oksit gibi
bazi damar genisletici molekdillerin sentezini arttirir, inflamasyonu ve tromboz
olusumunu onleyici etki gosterir, adezyon molekullerinin sentezini azaltir ve
endotel tamirini uyarir (47). HDL’nin bir baska oOnemli etkisi ise,
aterosklerozun baslangi¢ ve gelisiminden sorumlu tutulan LDL’deki oksidatif
degisimleri onlemesidir. HDL’nin antioksidan etkisinin kismen HDL ile iligkili
enzimlere bagl olabilecegi dusunulmekte, 6zellikle paraoksonaz (PON) ve
platelet aktive edici faktor asetilhidrolaz (PAFAH) enzimleri Gzerinde
durulmaktadir (82). HDL’nin yaslanmaya bagl olarak antiaterojenik
aktivitesindeki azalmanin da bu duruma katkida bulundugu dusunulmektedir
(89).
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PON17’in buydk bir kismi apo Al iceren HDL ile tasinir. Apo J veya
klusterin ile birliktelik gdsteren HDL’nin bir alt tipi de PON1 tasimaktadir (96).
PON1, HDL Uzerinde yer alan apo Al'’e baglanir.

PON1 HDL kolesterollin aterosklerozdan koruyucu roline ¢ok énemli
katkida bulunmaktadir. PON1 HDL’nin antioksidan aktivitesinden en cok
sorumlu tutulan faktoérdar (92). PON1 aktivitesi aterosklerozla iliskili
kardiyovaskuler hastaliklar, diabet ve kronik bobrek yetmezligi gibi
patolojilerde azalmaktadir (104,136). Bu patolojilerin LDL ve HDL’nin artmig
oksidasyonu ile birlikte oldugu bilinmektedir. Bu nedenle PON7T’in antioksidan
etkisinde azalma LDL ve HDL’nin okside olmasini etkilemektedir. PON1,
bakir ve diger serbest radikal Ureticilerinin olusturdugu oksidatif hasara kargi
LDL ve HDL kolesterolu koruyarak aterosklerotik sureci engellemektedir. Bu
koruma PON’un baz aktif fosfolipidleri ve lipid peroksit Grunlerini hidrolize
etmesi ile gergeklesir.

Yasa bagh ateroskleroz ile iligkili patolojilerin artisinda PON1
aktivitesinin azalmasinin roli olup olmadigini arastirmak igin bu c¢alisma
yapildi.

Calismada bilinen higbir kronik hastaligi olmayan bireyler kullanilarak
yasam suresinin dogrudan PON1 aktivitesine etkisi incelenmistir. PON1
aktivitesi akut faz cevabinda azaldig icin akut infeksiyoz hastaligi olanlar
calisma disinda tutulmustur.

Yasa bagl ateroskleroz ve iligkili hastaliklarda artis olmasina ragmen
HDL kolesterol duzeylerinde yasa bagl degisim bildirilmemistir (158). Bizim
yaptigimiz ¢alismada da benzer sekilde HDL kolesterol duzeylerinde yasa
bagli degisim gdzlenmedi.

PON1 aktivitesinde cinsiyete ve yasa bagl istatistiksel olarak anlamli
bir degisim bulunmadi. Bu sonu¢ gegmiste yapilan diger galismalarla da
uyumludur (151,155,200). Ancak yasa baglh PON1 aktivitesinde dusus
oldugunu gdsteren calismalar ile uyumsuzluk géstermektedir (157,158). Bu
calismalardan Seres ve ark.nin calismasinda total kolesterol dizeyi yash

grupta istatistiksel olarak daha yuksek bulunmustur. Calismalar arasindaki bu
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farkhlik calismaya dahil edilen bireylerin segim kriterlerinin farkli olmasi veya
bireyler arasindaki genetik farkliliklardan kaynaklanabilir.

ARE aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamasina
ragmen yasa bagl bir azalma paterni gozlenmistir (sekil 4.4).

Bizim calismamizda yasa baghh PON1 aktivitesi degdismeyip ARE
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte dugme paterni
izlenmesine ragmen, Khalil ve ark.nin yaptigi galismada PON1 aktivitesi
dusuk ARE aktivitesi degismemis bulunmustur (158). Bu calisma ile bizim
calismamiz arasindaki farklilik her iki ¢alismada kullanilan bireylerin PON1
polimorfizm farkhligina bagh olabilecegi dustnulmektedir. Ayrica Khalil ve
ark.nin calismasinda sigara igenlerin orani bizim g¢aligmamizdakilerin
yaklasik 3 katidir. Bu durumun da bu galisma ile bizim ¢alismamiz arasindaki
farkhliga katkisi olabilir.

Polimorfizmlerin toplam goértlme sikhdr daha onceki literatirler ile
uyumlu bulunmustur (157,158). Bizim calismamizda ve diger ¢alismalarda
(157,158) polimorfizmlerin gorulme sikligi en ¢oktan en aza dogru sirasiyla
AA, AB ve BB seklindedir. Seres ve ark.nin g¢alismasi ile bizim calismamiz
arasinda sadece orta yas grubundaki AB fenotip sikliginda belirgin fark olup
digerlerinde belirgin fark yoktur (Tablo 4.3).

Calismamizda PON1 aktivitesinde vyasa bagh bir degisim
bulunamamasi c¢alismada kullanilan yash gruptaki bireylerin PON1
aktivitesindeki dususe kargi kendilerini koruyabilmis olmalarina bagli olabilir.
Bu durumun da gosterdigi gibi yasa bagli biyokimyasal parametrelerin
incelenmesinde kesitsel calismalar ¢ok uygun degildir. CUnku ileri yasa
ulasabilen bireyler zaten seleksiyonla bu vyaslara kadar yasayabilmis
olabilirler. PON1 aktivitesindeki yasa bagh degisimler ile ilgili literatlirde yer
alan galismalarin tamami ve bizim galismamiz kesitsel ¢alisma oldugundan,
longitudinal ¢alisma sonuglari goérulene kadar PON1 aktivitesindeki yasa

bagl degisimler ile ilgili kesin bir sonuca ulasiimasi olanakli gériimemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak PON yaslanma ve yasa bagli ortaya cikan patolojilerde
onemli bir role sahiptir. Ancak yaptigimiz calismada yasa bagli PON1
aktivitesinde azalma olmamasi yaslanma surecine PON7T’in bir katkisi
olmadigini géstermektedir. Arada fark bulunmamasinin sebebi bireylerin ileri
yaslara erisebilmelerinde PON1 duzeylerinin zaten ylksek olmasinin
katkisinin da olabilece@i goz 6nunde bulundurulmalidir.

Bu nedenle yasa baglh PON1 aktivitesindeki degisimlerin incelenmesi
icin kesitsel galismalar yerine uzun sureli prospektif calismalar yapildiktan
sonra sonuca varilmasinin daha saglikli olacagi degerlendiriimektedir.

Bu nedenle dinyada halen devam etmekte olan buyuk Olgekli
longitudinal yaslanma calismalarindan elde edilen kan ornekleri bu tar

calismalar icin kullanilabilir.
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